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Résumé 
Le neuroblastome (NB) est la tumeur solide extracranienne la plus fréquente et mortelle chez les 
jeunes enfants. Il se caractérise par une résistance à la chimiothérapie possiblement en partie dû à la 
présence de cellules initiatrices de tumeurs (TICs). Des études ont mis en évidence le rôle de CD133 
comme un marqueur des TICs dans divers types de cancers. Les buts de notre travail étaient d’abord de 
démontrer les vertus de TICs des cellules exprimant CD133 et ensuite, en utilisant une analyse globale 
du génome avec des polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs), d’effectuer une analyse 
différentielle entre les TICs et les autres cellules du NB afin d’en identifier les anomalies génétiques 
spécifiques. 
Des lignées cellulaires de NB ont été triées par cytométrie de flux afin d’obtenir deux 
populations: une enrichie en CD133 (CD133high), l’autre faible en CD133 (CD133low). Afin de 
déterminer si ces populations cellulaires présentent des propriétés de TICs, des essais sur les 
neurosphères, les colonies en agar mou et les injections orthotopiques de 500 cellules sélectionnées dans 
11 souris ont été réalisées. Après une isolation de l’ADN des populations sélectionnées, nous avons 
effectué une analyse génotypique par SNP utilisant les puces « Affymetrix Genome-Wide Human SNP 
Array 6.0 ». Pour vérifier l’expression des gènes identifiés, des Western Blots ont été réalisés. 
Nos résultats ont démontré que la population CD133 avait des propriétés de TICs in vitro et in 
vivo. L’analyse génotypique différentielle a permis d’identifier deux régions communes (16p13.3 and 
19p13.3) dans la population CD133high ayant des gains et deux autres régions (16q12.1 and 21q21.3) 
dans la population CD133low possédant des pertes d’hétérozygoties (LOH). Aucune perte n’a été 
observée. Parmi les gènes étudiés, l’expression protéique d’éphrine-A2 était corrélée à celle de CD133 
dans 6 tumeurs et 2 lignées cellulaires de NB. De plus, l’augmentation de la concentration d’anticorps 
anti-éphrine-A2 dans le milieu diminue la taille des neurosphères. 
Ainsi, la population CD133high, qui a des vertus de TICs, possède des caractéristiques 
génotypiques différentes par rapport à celle CD133low. La présence d’éphrine-A2 dans les cellules 
exprimant CD133 souligne son importance dans le développement des TICs. Ces résultats suggèrent la 
présence de potentielle cible pour de nouvelles thérapeutiques ciblant les TICs mise en évidence par 
l’étude génomique. 
 
Mots-clés : Neuroblastome, cellules initiatrices de tumeurs, analyse génotypique, CD133, SNP 
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Abstract 
Neuroblastoma (NB) is the most common and deadly extracranial solid tumor of childhood 
characterized by a resistance to chemotherapy possibly due to the presence of tumor initiating cells 
(TICs). Studies showed the role of CD133 as a marker of TICs in various types of cancers. Our goals 
were first to demonstrate the stemness of TICs expressing CD133 and then, using a global genomic 
analysis with single nucleotide polymorphism (SNPs), to perform a differential analysis between TICs 
and other cells of NB to identify the specific genetic abnormalities. 
 
NB cell lines were sorted by flow cytometry to obtain two populations: one enriched in CD133 
(CD133high), the other low in CD133 (CD133low). To determine whether these cell populations have TICs 
properties, we test the ability of cells to form either neurosphères or, colonies in soft agar and we also 
test their carcinogenic properties by orthotopic injections of 500 selected cells in 11 mice. After a DNA 
extraction on selected populations, a differential genotyping analysis has been made with Affymetrix 
Genome-Wide Human SNP Array 6.0. To verify the expression of the genes identified, Western blots 
had been made. 
Our results have demonstrated that CD133high population presented TICs properties in vitro and 
in vivo. The differential genotyping analysis allowed identifying two gains common regions (16p13.3 
and 19p13.3) in CD133high population and two others loss of heterozygosity (LOH) (16q12.1 and 
21q21.3) in CD133low population . No losses were observed. Among the genes studied, ephrin-A2 
protein expression was correlated to CD133 expression in 6 NB tumors and 2 NB cell lines. Also, 
ephrin-A2’s increased concentration influenced the neurospheres by decreasing their size. 
Thereby, CD133high population, which had TICs properties, possess different genotyping 
characteristics compared to CD133low population. The presence of ephrine-A2 in cells expressing CD133 
emphasizes its importance in the development of TICs. These results suggest the presence of potential 
target for new therapies targeting the TICs demonstrated by the genomic study. 
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  Introduction 
Chapitre 1 : Historique et généralités du neuroblastome 
Le neuroblastome (NB) a été décrit pour la première fois par le pathologiste James 
Homer Wright en 1910. Les cas qu’il a analysés étaient des tumeurs surrénaliennes avec 
des amas de cellules qu’il a nommé rosettes. Il les a aussi retrouvées dans le tissu 
surrénalien fœtal et a donc suggéré le terme neuroblastome (figure 1). Wright s’est 
également référé à deux précédentes publications : l’une de William Pepper en 1901 
décrivant une tumeur surrénalienne avec une atteinte hépatique massive chez le jeune 
enfant et l’autre, de Robert Hutchison en 1907 qui décrivait aussi une tumeur surrénalienne 
avec une propagation à l'orbite et au crâne comme étant le premier signe de la maladie. Ces 
deux derniers papiers ont leur importance au côté de celui de Wright, puisqu’ils ont décrit 
la caractère métastatique chez les nourrissons et les enfants plus âgés 1. 
 
D’un point de vue général, le NB est une tumeur provenant du système nerveux 
sympathique (SNS) qui représente 15% de tous les décès pédiatriques dus au cancer 2. 
Caractérisée par une hétérogénéité clinique et biologique, cette tumeur a une incidence de 
10,2 cas par million d’enfants âgés de 15 ans et moins et elle est la plus communément 
diagnostiquée durant la première année de vie 3.  
 
1.1. L’origine du neuroblastome : Crête neurale 
Provenant de la partie dorsale du tube neural, la crête neurale représente une 
population cellulaire migratoire spécifique aux vertébrés 4. Débutant sa formation à l’étape 
de la gastrulation du développement embryonnaire caractérisée par la transformation de 
l’ectoderme non neural en tube neural (figure 2), les cellules de la crête neurale (CCN) 
subissent le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) qui va leur donner 
la capacité de migrer. La TEM est impliquée dans différents processus cellulaires 
impliquant des changements importants dans la morphologie cellulaire, dans l'adhérence et 
la reconnaissance de molécules 5.  
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Figure 1. Rosettes d’Homer-Wright dans le NB. Image définissant le NB par James 
Homer Wright en 1910. À gauche, une tumeur montrant les rosettes avec une coloration des 
noyaux et de la substance fibrillaire au centre. À droite, un exemple de l’arrangement d’une 
rosette de cellules sympathiques primitives provenant du fœtus. Illustration adaptée de 
Rothenberg et al, 2009.  
 
Lorsque cette TEM est terminée, les CCN délaminent et migrent vers diverses 
régions de l’embryon où elles vont se différencier en plusieurs types de cellules, soit les 
neurones périphériques, les cellules gliales des systèmes nerveux sympathiques (SNS), 
parasympathiques et sensoriels, les tissus conjonctifs, les mélanocytes, les cellules du 
muscle lisse, les cellules endocrines, les cellules des tissus squelettiques du complexe 
craniofacial et les cellules de Schwann 6, 7.  
 
Les CCN, qui sont des cellules souches multipotentes au départ, sont destinées à 
perdre cette caractéristique avant ou peu après qu’elles quittent le tube neural adoptant une 
différenciation dépendante de la direction de leur migration 8. Elles peuvent demeurer peu 
différenciées et immatures (ex : les neuroblastes), ou différenciées et matures (ex : les 
cellules ganglionnaires et les cellules de Schwann). 
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Figure 2. Formation des cellules de la crête neurale. Les limites de la plaque neurale 
(vert) sont induites par la signalisation entre le neuroectoderme (violet) et l’ectoderme non 
neural (bleu) et à partir du mésoderme paraxial sous-jacente (jaune). Pendant la neurulation, 
les limites de la plaque neurale s’élèvent, causant l’enroulement de la plaque neurale en un 
tube neural. Les CCN (vert) vont ainsi délaminer. CCN : Cellules de la crête neurale. 
Illustration adaptée de Gammill and Bronner-Fraser, 2003. 
 
1.2 Épidémiologie descriptive 
Au Canada, le cancer est diagnostiqué chaque année chez environ 850 enfants âgés 
de 0 à 14 ans.  L’incidence est généralement élevée pendant les 5 premières années de vie 
et décline avec l’âge 9. En ce qui concerne le NB, il survient 65 nouveaux cas par année. 
Précédé par les leucémies (incluant les leucémies myéloïdes aiguës et les leucémies 
lymphoblastiques aiguës) et les cancers du cerveau, le NB est le troisième type de cancer 
chez l’enfant. Contrairement aux tumeurs du système nerveux en général dont la proportion 
de décès est passée de 17,8% en 1975 à 25,7% en 2006, le taux de survie à 5 ans chez les 
patients atteints du NB ont augmenté de 52% (période de 1975-1977) à 74% (période 1999-
2005) 10, 11.  
 
Le NB est la tumeur pédiatrique la plus fréquente chez les enfants de moins d’un an 
et représente entre 7-10% de tous les cancers pédiatriques. Une revue nord-américaine a 
montré que 40% des patients sont diagnostiqués pendant la petite enfance, 89% avant l’âge 
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de 5 ans et 98% avant 10 ans. Dans la plupart des pays, les garçons sont diagnostiqués à des 
taux équivalents ou légèrement plus élevés que les filles 12. L’âge médian du diagnostic est 
à 17 mois et son incidence est estimée à 1 sur 7 000 naissances aux États-Unis, ce qui, par 
extrapolation, prédit la survenue de 12 cas par an au Québec. Cette incidence est assez 
uniforme à travers le monde, au moins en ce qui concerne les pays industrialisés. Dans 48% 
des cas, des métastases sont présentes au moment du diagnostic 13-15. 
 
Dans 5% des NB, il a été également montré qu’il existait une association entre la  
tumeur et certaines malformations congénitales tels que le syndrome Beckwith-
Wiedemann, le syndrome de Von Recklinghausen, la maladie de Hirschsprung, le 
syndrome Rubenstein-Taybi et certaines malformations congénitales cardiaques 12, 16-20. 
 
1.3 Importante hétérogénéité clinique 
Le NB est caractérisé par son hétérogénéité clinique. En effet, l’évolution à long 
terme du NB se traduit par une hétérogénéité sans égale dans le domaine de la cancérologie. 
Il existe trois comportements distincts : une progression rapide conduisant au décès du 
patient, une maturation en un ganglioneurome (tumeur bénigne) ou une régression 
spontanée même dans les cas au départ métastatiques 12. En tenant compte de ce fait, la 
prise en charge clinique dépend d’une classification qui prend en compte les données 
cliniques, biologiques et pathologiques qui sera expliquée plus loin dans l’introduction 
(voir section 1.6) 13, 21.  
 
Le pronostic est hétérogène, puisque la moitié des NB surviennent sous forme 
métastatique chez des enfants de plus d’un an. Ils se caractérisent par un très mauvais 
pronostic à long terme alors que dans les stades localisés 1, 2 et 4S (tableau I), la survie à 
long terme dépasse 80 %, quel que soit l’âge. La probabilité de survie est donc dépendante 
de l’âge du patient, le stade clinique et les caractéristiques biologiques de la tumeur. Les 
pronostics les moins bons ont été observés chez les enfants diagnostiqués après l’âge de 12 
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mois, dont le stade de la maladie était avancé (métastatique) et ayant l’amplification de 
MYCN 12, 21. 
 
En ce qui concerne les métastases, l’endroit le plus commun où se développeront  
celles-ci est au niveau osseux qui sont présentes chez 66% des patients au moment du 
diagnostic puis viennent les métastases hépatiques. Les métastases hépatiques massives 
chez le nourrisson ont été nommées le syndrome de Pepper. Elles peuvent êtres associées à 
des métastases cutanées et au niveau de la moelle osseuse et définissent alors le stade 4S 
(voir plus loin). Lorsque les métastases cutanées apparaissent comme des masses d’une 
apparence bleue ou mauve foncée, elles sont  nommées : syndrome «blueberry muffin 
spots». D’autres régions métastatiques moins communes associées au NB ont été trouvées, 
telles que dans les méninges, les poumons et le cerveau, même si presque tous les organes 
aient été documentés comme sites de métastases 22. 
 
1.4 Diagnostic 
La présentation clinique sera variable en fonction de la localisation de la tumeur.  
Les symptômes dépendront aussi de l’âge du patient et de la présence ou non de métastases 
au diagnostic. 
 
Le NB peut se développer dans tout le SNS. Les tumeurs primaires surviennent en 
majorité dans l’abdomen (65%) et la moitié de celles-ci au niveau de la médullosurrénale. 
D’autres localisations tumorales dans les ganglions sympathiques paraspinaux ont 
également été identifiées, telles que thoraciques (20%), cervicales (1%-5%) et pelviennes 
(2%-3%). Des localisations inhabituelles ont également été décrites, telles que dans le 
thymus, les poumons, les reins et l’estomac 2, 11, 22. 
 
Le NB est caractérisé par une synthèse des catécholamines anormales qui sont  
synthétisées à partir de la tyrosine, un acide aminé aromatique. Le dosage fractionné des 
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catécholamines permet d’analyser les différents métabolites : les NB indifférenciés se 
caractérisent par un déficit en dopamine (DOPA) dans leur voie de synthèse 
catécholaminergique. Elle résulte par une accumulation et une excrétion urinaire élevée en 
DOPA, en acides vanyllactlique (VLA) et homovanillique (HVA), une excrétion moindre 
en acide vanylmandélique (VMA). Donc, il est possible de calculer le rapport VMA/HVA, 
dont un résultat plus bas que la normale est associé au NB, c’est-à-dire un rapport urinaire 
VMA/HVA inférieure à 1,5. Il a été estimé que des niveaux élevés de VMA et HVA sont 
présents chez près de 90-95% des patients atteints d’un NB.  
 
Donc, les niveaux des VMA et HVA combinés avec une aspiration de la moelle 
osseuse peuvent être utilisés pour le diagnostic du NB, dans le cas où le diagnostic 
tissulaire est risqué 21, 23, 24.  
 
1.5 Dépistage de masse 
Le but du dépistage dans le cancer est d’identifier les tumeurs le plus tôt possible  
afin de traiter le patient le plus rapidement possible. Des dépistages de masse (dépistages 
systématiques) ont été recommandés pour la détection de plusieurs cancers, incluant ceux 
du colon, du sein, de la prostate, le col de l’utérus et le NB 25.  
 
Les métabolites des catécholamines produites dans le NB peuvent être facilement 
quantifiables dans l’urine. Ce diagnostic est très utile, car il permet un diagnostic dans de 
bonnes conditions de sensibilité et de spécificité. Dans  les années 1980 et 1990, il a été 
proposé d’établir des programmes de dépistage de masse pour la détection du NB à la 
naissance et chez les enfants âgés entre 6 et 12 mois. À Kyoto, ce programme a été instauré 
chez les enfants âgés de 6 mois en 1973 et a été mis en œuvre dans tout le Japon en 1985. 
Ensuite, le dépistage de masse a été effectué au Québec chez les enfants âgés de 3 semaines 
et de 6 mois de 1989 à 1994. En 1995, l’Allemagne a introduit ce dépistage chez les enfants 
âgés de 12 mois et moins. Entre 1990 et 1994 en France, les NB étaient dépistés chez les 
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patients âgés de 4 mois. En 1995, dans ce même pays, une seconde campagne de dépistage 
chez les enfants âgés de 12 mois a été faite. Le constat de ces dépistages de masse fut 
décevant, puisque ces programmes doublaient l’incidence du NB sans diminution 
significative de la mortalité chez les enfants âgés de moins d’un an, et n’avaient aucun effet 
sur l’incidence du NB chez les enfants âgés d’un an et plus. Ce qui signifie que certains cas 
de NB destinés à une régression spontanée étaient diagnostiqués par le dépistage et ne 
seraient jamais devenus cliniquement apparents. Donc, plusieurs enfants dont le NB a été 
diagnostiqué par dépistage de masse, ont subi des traitements inutiles alors que leur tumeur 
aurait régressé spontanément 26-29. En 2008, une étude rétrospective impliquant 13 millions 
d’enfants atteints d’un NB nés entre 1980 et 1998, a été effectuée au Japon. Les enfants 
étaient divisés en trois cohortes: le prédépistage, le dépistage qualitatif et le dépistage 
quantitatif. Cette étude est la plus importante réalisée afin d’examiner les effets du 
dépistage sur la mortalité du NB. Les auteurs démontrent que le dépistage systématique n’a 
pas modifié la survie de NB depuis 20 ans. Des résultats similaires ont été démontrés dans 
des études réalisées au  Québec et en Allemagne. En conséquence, le dépistage de masse ne 
peut pas être recommandé pour améliorer le pronostic du NB 14. 
 
1.6 Facteurs pronostiques utilisés  
Des systèmes de classification (voir section 1.7) ont été implantés afin de mieux 
traiter les patients atteints du NB. Ces systèmes utilisent une combinaison de plusieurs 
facteurs histopathologiques et biologiques. Par conséquent, différentes approches 
thérapeutiques existent, allant d’une simple surveillance cliniques à des chimiothérapies à 
fortes doses avec des greffes de moelle osseuse 30. 
 
1.6.1 Facteurs pronostiques cliniques  
Les NB sont divisés en différents stades en fonction de l'extension loco-régionale de 
la tumeur primaire ainsi que de la présence de métastases et de leur localisation. Ainsi, la 
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classification du système de stadification international du neuroblastome (INSS : 
International Neuroblastoma Staging System) a été publiée en 1988 et révisée en 1993 
(Tableau I) 31. Récemment, un nouveau système de classification a émergé, soit le système 
de stadification international des groupes de neuroblastomes à risques (INRGSS: 
International Neuroblastoma Risk Group Staging System), qui prend en compte l'étendue 
de la maladie au moment du diagnostic ainsi que la présence des facteurs de risque définis : 
L1 (maladie localisée sans facteurs de risque), L2 (maladie localisée avec facteurs de 
risque), M (tumeur métastatique) et MS (tumeur métastatique avec métastases cutanées, 
hépatiques et/ou dans la moelle osseuse chez des enfants de moins de 18 mois). Les 
tumeurs M sont caractérisées par un pronostic défavorable, alors que les tumeurs MS 
peuvent se différencier ou régresser, même sans traitement 32. Cette dernière classification 
est en cours d’évaluation alors que celle de l’INSS est parfaitement reconnue.  
 
La survie des patients atteints d’un NB est fortement corrélée avec l’âge du patient 
au moment du diagnostic. Les patients âgés de 12 mois et moins ont généralement un 
pronostic favorable tandis que le fait d’être plus âgés est un signe de mauvais pronostic. 
Cependant, des études récentes proposent un âge seuil de 18 mois, car certains patients âgés 
de 12 à 18 mois ont aussi un bon pronostic. Ce seuil sera appliqué dans de futurs essais 
cliniques à l'exception des patients dont la tumeur est diploïde, métastatiques ou présente 
une amplification du gène MYCN. Pour ces patients, le seuil de 12 mois sera maintenu 30. 
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Tableau I: Classification des NB selon les stades INSS. 
Stade INSS Description Risque de récurrence 
Tumeur localisée, restreinte au site d'origine, exérèse macroscopiquement 
complète, avec ou sans résidu microscopique; Les ganglions lymphatiques 
ipsilatéraux sont négatifs pour la tumeur au microscope.
Tumeur localisée avec exérèse macroscopiquement incomplète; Les ganglions 
lymphatiques ipsilatéraux sont négatifs pour la tumeur au microscope.
Tumeur localisée avec ou sans exérèse macroscopiquement complète avec 
des ganglions lymphatiques ipsilatéraux envahis. Les ganglions lymphatiques
controlatéraux doivent être microscopiquement négatifs.
Tumeur unilatérale non réséquable dépassant la l igne médiane avec ou 
sans envahissement ganglionnaire régional ou tumeur localisée unilatérale avec 
ganglions lymphatiques controlatéraux envahis ou tumeur dépassant la l igne 
médiane avec extension bilatérale (non réséquable) ou ganglions
lymphatiques envahis.
Toutes tumeurs primaires avec extension métastatique tumorale à des ganglions
lymphatiques à distance, l 'os, la moelle osseuse, le foie, la peau et/ou d'autres 
organes (à l 'exception de ceux définis au stade 4S).
Tumeur primaire localisée (comme défini par les stades 1, 2A ou 2B), avec extension 
métastatique l imitée à la peau, au foie ou à la moelle osseuse (<10% de la tumeur) 
chez des enfants âgés de mois d'un an.
Bas  
Intermédia ire
Élevé
Bas  
4
4S
2B
3
1
2A
 
Tableau adapté de Brodeur et al, 1993 
 
1.6.2 Facteurs histo-pronostiques 
Le NB est également classifié selon le système de classification international de la 
pathologie du neuroblastome (INPC : International Neuroblastoma Pathology 
Classification System) qui est une adaptation du système de Shimada qui a été longtemps la 
classification  utilisée à l’échelle internationale. L’INPC divise les tumeurs en deux sous-
groupes (une histologie favorable ou défavorable) selon le degré de différenciation, de 
l’index mitose-caryorrexie et l'âge 30. Ce système de classification permet de distinguer 
quatre catégories morphologiques: le ganglioneurome, le ganglioneuroblastome mélangé, le 
ganglioneuroblastome nodulaire et le NB 33. Les tumeurs composées de moins de 50% de 
stroma Schwannien sont référées aux NB, celles composées entièrement de tissus matures 
sont nommées ganglioneuromes et sont des tumeurs bénignes et celles ayant plus de 50% 
de stroma Schwannien sont les ganglioneuroblastomes. La présence de tissu immature dans 
  
 
10
le NB et dans celui du ganglioneuroblastome laisse envisager un comportement 
potentiellement malin 13, 22, 34. 
 
1.6.3 Facteurs pronostiques biologiques 
Outre les marqueurs génétiques qui seront discutés dans le chapitre 2, des études ont 
démontré une relation entre les récepteurs à tyrosine kinase (TRK : Tyrosine receptor 
kinase) et l’expression de MYCN. En effet, les neurotrophines, telles que les facteurs de 
croissance neuronaux (NGF : Neuronal growth factor) et les facteurs neurotrophiques 
dérivés du cerveau (BDNF : Brain-derived neurotrophic factor), interviennent lors du 
développement du système nerveux central par les intermédiaires de leurs récepteurs : 
TRK-A et TRK-B. L’expression élevée de TRK-A est observée dans les NB de bas grade et 
sans amplification de MYCN. L’expression élevée de TRK-B est associée au NB de haut 
grade ou avec amplification de MYCN 35. 
Des marqueurs sériques sont associés à un mauvais pronostic : les neurones-
spécifiques-enolases (NSE). Elles sont non spécifiques au NB, mais lorsque ces dernières 
sont présentes à des niveaux élevés, elles corrèlent significativement avec des stades 
avancés de NB et un taux de survie faible. Des taux élevés en ferritine, une protéine liant le 
fer, sont également observés chez les patients avec des stades avancés et corrèlent avec un 
faible taux de survie. Enfin, des taux élevés en lacticodéshydrogénase (LDH), qui est un 
marqueur non spécifique du volume tumorale, sont associés à un mauvais pronostic 36. 
Enfin, il existe d’autres marqueurs, autant moléculaires que génétiques, qui sont 
impliqués dans la résistance à la chimiothérapie, la viabilité des cellules neuroblastiques 
(télomérase), le contrôle de l’apoptose et du potentiel métastatique et la différenciation qui 
peuvent avoir une valeur prédictive dans le NB 21. 
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1.7 Définition des groupes à risque dans les essais cliniques  
La plupart des essais cliniques vont stratifier les patients dans des groupes à risque 
au moment du diagnostic avant de débuter les thérapeutiques. En 1998, le groupe 
d’oncologie pédiatrique (COG : Children’s Oncology Group), qui a établi des groupes de 
risque selon différents facteurs pronostics (voir section 1.6) a permis aux patients d’êtres 
assignés à un des trois groupes à risque (risque faible, intermédiaire et élevé). Ces groupes 
permettent ainsi de stratifier l’intensité du traitement. Depuis 15 ans, la stratification de 
groupes à risque a permis d’identifier des groupes de patients avec des résultats totalement 
différents (figure 3). Afin de perfectionner le système de classification des groupes à risque, 
ces essais cliniques veulent valider les schémas de stratification du risque existant et les 
intégrer à des nouveaux marqueurs de pronostic 2. 
 
Suite, à la stratification des NB, les critères internationaux de réponse du 
neuroblastome (INRC : International Neuroblastoma Response Criteria) propose une 
classification de réponse au traitement. Une rémission complète (CR) indique qu’il n’y a 
plus d’évidence de NB. Une très bonne rémission partielle (VGPR) indique que la masse 
primaire est réduite, qu’il n’y a pas d’évidence de métastases distant excepter des résidus 
intra-osseux et que les niveaux de catécholamines sont normaux. Une rémission partielle 
(PR) indique une diminution du volume de la tumeur primaire de plus de 50% et une 
diminution de plus de 50% de tous les sites métastatiques. Une réponse mixte (MR) indique 
au moins 50% de diminution de toutes les lésions. Aucune réponse (NR) indique moins de 
50% de diminution des sites, mais pas d’augmentation supérieure à 25% dans ces lésions et 
pas de nouvelles lésions visibles. Enfin, la maladie progressive (PD) indique de nouvelles 
lésions ou une augmentation de plus de 25% du volume d’une lésion préexistante 37. 
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Figure 3. Courbe de survie des NB basée sur les groupes à risque. Les patients ont été 
traités dans le COG entre les années 1986 et 2001. Ce groupe a classifié ces patients selon 
un risque bas (vert), un risque intermédiaire (bleu) et un risque haut (rouge) au moment du 
diagnostic basé sur des caractéristiques cliniques et biologiques. L’analyse de survie de 
Kaplan-Meier montre des différences importantes dans la survie sans évènement pour ces 
groupes de patient. Illustration adaptée de Maris et al, 2007. 
 
1.8 Traitements 
Les patients ayant un NB situé dans le groupe à risque bas ont un traitement 
habituellement limité à l’exérèse chirurgicale. Les NB de stade 4S ne requièrent 
habituellement pas de thérapies à moins qu’il existe une progression tumorale ou une 
menace vitale. Dans plus de la moitié des cas, seule une surveillance clinique du patient 
permet de contrôler la régression spontanée. Dans le NB de stade 4S, le taux de guérison est 
supérieur à 90% 38. Le NB de risque intermédiaire nécessite une chimiothérapie dite à doses 
minimales efficaces suivi d’un traitement chirurgicale. Le taux de guérison atteint un 
niveau de 80% 39. Le groupe à risque élevé fait appel à la chimiothérapie néo-adjuvante, à 
la chirurgie, à la chimiothérapie myélo-ablative avec thérapie cellulaire et à la 
radiothérapie. Malgré cette combinaison thérapeutique, la survie reste globalement 
inférieure à 40% 21. 
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Cependant en 2010, la combinaison de la thérapeutique standard (avec l’acide 
rétinoïque) associée à l’immunothérapie a permis d’augmenter le taux de survie des NB à 
haut risque, passant de 40% à 60% de survie à deux ans. En effet, des données précliniques 
ont indiqué que l’anticorps monoclonal chimérique 14.18 (ch14.18) dirigé contre un 
antigène associé aux tumeurs soit le disialoganglioside (GD2), possède une activité contre 
le NB. Cette activité se produit lorsque l’anticorps ch14.18 se combine soit au facteur 
stimulant des colonies de granulocytes et macrophages (GM-CSF : Granulocyte 
macrophage colony stimulating factor), soit à l’interleukine-2. Ainsi, cette immunothérapie 
a pour but de prévenir les rechutes chez les patients atteints de NB. GD2 est constamment 
exprimé par le NB et d’autres tumeurs. Dans les tissus normaux humains, GD2 est exprimé 
seulement sur les neurones, les mélanocytes de la peau et les fibres nerveuses périphériques 
sensorielles. Donc, sa forte expression dans le NB et sa distribution spécifique dans les 
tissus normaux rendent les études très intéressantes sur l’anticorps dirigé contre GD2 40.   
 
Malgré toutes ces avancées thérapeutiques, il n’en demeure pas moins que les stades 
avancés de NB possèdent un taux de décès considérable. Cette résistance aux 
chimiothérapies serait probablement due à la présence d’une population distincte : les 
cellules initiatrices de tumeurs. Ce volet va être discuté au chapitre 3.  
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Chapitre 2 : Implication de la génétique dans le neuroblastome 
La caractéristique biologique du NB se retrouve au niveau de la complexité des 
anomalies génétiques acquises par les cellules tumorales, et certaines de ces anomalies sont 
de puissants marqueurs pronostiques indépendants des caractéristiques cliniques. Depuis 
quelques décennies, l’analyse moléculaire des NB a permis d’identifier plusieurs anomalies 
génétiques, telles que les mutations observées dans les NB héréditaires, les gains et pertes 
et/ou les LOH de matériels et l’aneuploïdie. Cependant, les essais cliniques dans le NB se 
basent de plus en plus sur les variables génétiques des tumeurs afin d’optimiser le choix du 
traitement. Ces avancées vont permettre de mieux traiter les patients atteints d’un NB en 
ciblant ces anomalies spécifiques 21, 41. 
 
2.1 Prédisposition familiale : ALK 
 Comme il a été montré pour de nombreux cancers, certains NB sont héréditaires 
avec une transmission autosomique dominante. Récemment, des études ont démontré que le 
gène du récepteur de la kinase lymphome anaplasique (ALK : Anaplastic lymphoma kinase) 
est un gène de prédisposition au NB familial 42. Normalement, ALK est exprimé dans le 
développement du système nerveux avec un rôle dans la différenciation neuronale 43. Les 
mutations activatrices du récepteur, qui sont localisées dans son domaine tyrosine kinase, 
sont retrouvées dans 80% des NB familiaux et dans 10 à 15% des NB sporadiques 44. Étant 
situé sur le bras court du chromosome 2 (2p24), ALK  est exprimé dans les tumeurs 
primaires et est généralement observé dans les tumeurs les plus agressives 43. 
 
 
Le fait que les lignées cellulaires de NB présentent une fréquence beaucoup plus 
élevée de la mutation (30%) laisse suggérer que les mutations peuvent être acquises ou 
sélectionnées, puisque la majorité des lignées établies de cellules sont dérivées de patients 
au moment de la récidive tumorale.  
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Des données précliniques ont montré l’efficacité de l’inhibition d’ALK dans les 
lignées cellulaires avec la mutation ou l’amplification d’ALK. D’ailleurs ces observations 
fournissent le fondement pour les premières phases des essais cliniques 3. 
 
2.2 Anomalie de structure : Gain de matériel génétique 
Des cassures au niveau des chromosomes durant la méiose produisent des anomalies 
de structure. Les gains de matériel sont le résultat de ces anomalies, c’est-à-dire un 
fragment chromosomique qui est dupliqué une ou plusieurs fois. Chez les patients atteints 
de NB, l’amplification de l’oncogène MYCN et le gain sur le chromosome 17q ont été 
observés 41. 
 
2.2.1 Amplification de MYCN 
Décrite et retrouvée dans les lignées cellulaires en 1983, l’oncogène MYCN est l’un 
des plus puissants facteurs pronostics biologiques du NB. Lorsque les études de MYCN sont 
passées des lignées cellulaires aux tumeurs primaires, l’amplification a été confirmée 
comme un puissant facteur de mauvais pronostic du NB. La recherche de l’amplification de 
MYCN est utilisée de routine en clinique 41, 45. 
Localisée sur le bras court du chromosome 2 (2p24), cette augmentation du nombre 
de copies du gène est étroitement corrélée à la présence de métastases et à une progression 
rapide de la maladie, quels que soient le stade et l’âge du patient, et sa capacité de croître in 
vitro dans une lignée cellulaire établie 46. D’ailleurs, une forte concordance entre 
l’amplification, le stade et le taux de survie a été démontré (Tableau II) 13. 
 
 
 
  
 
16
Tableau II: Corrélation entre l'amplification de MYCN et le stade du NB.  
Stade au diagnostic Amplification de MYCN Survie à 3 ans 
Ganglioneurome bénin 0% 100% 
Stades 1 et 2 4% 90% 
Stade 4S 8% 80% 
Stades 3 et 4 31% 30% 
 
Tableau adapté de Brodeur, 2003. 
 
L’amplification de MYCN est présente dans environ 20% des NB et le nombre de 
copies de ce gène semble affecter le taux de survie des patients. Effectivement, le NB 
possédant  deux copies de MYCN a un taux de survie sans évènement situé à 70%. Ce taux 
s’abaisse à 30% pour les NB ayant entre 3 et 10 copies du gène pour finalement avoir un 
taux de 5% chez les patients avec  tumeurs ayant plus de 10 copies. Ce nombre de copies a 
une valeur pronostic importante chez l’enfant âgé de moins de 12 mois, puisque 94% 
survivent sans amplification de MYCN contrairement à 50% avec l’amplification 47. 
 
 
Dans la grande région du locus 2p24, il n’y a pas que MYCN qui est amplifié. Au 
moins six autres locus sont amplifiés et présents dans les lignées cellulaires et tumeurs 
primaires de NB. Cependant, aucun NB n’a montré une amplification d’autres gènes sans 
celle de MYCN. Il est important aussi de souligner que d’autres gains alléliques ou des 
amplifications, incluant les locus 4q, 6p, 7q, 11q et 18q, ont été identifiés; mais leur 
prévalence ainsi que la signification biologique et clinique n'est pas claire 13. 
 
L’amplification de MYCN est principalement observée cytogénétiquement sous 
deux formes (figure 4): par du matériel extra-chromosomique sous forme de double-
minutes (dmins) observé principalement dans les tumeurs primaires ou par matériel intra-
chromosomique sous forme de régions homogènes colorées (HSR : Homogeneously 
staining regions) prédominante dans les lignées cellulaires de NB et la raison de leur 
prédominance respective demeure inconnue jusqu’à présent 26. De plus, puisque 
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l’association  importante entre l’amplification de MYCN et le gain chromosomique en 17q a 
été démontré, plusieurs évidences ont suggéré que l’amplification de MYCN sous la forme 
HSR peut parfois être physiquement associée au chromosome 17 ou au matériel du 17q, 
17q étant un site d’intégration d’une large HSR de MYCN 48. 
 
 
Figure 4. Amplification de MYCN dans le NB. L’hybridation in situ en fluorescence 
(FISH) a permis d’identifier les deux formes observées lorsque MYCN est amplifié : la 
forme dmins (A) et la forme HSR (B). Illustrations adaptées de Brodeur, 2003 et Storlazzi 
et al, 2010. 
 
2.2.2 Gain du chromosome 17q 
 Le gain du bras long du chromosome 17 (17q) est l’une des plus fréquentes 
anomalies chromosomiques du NB. Identifié en 1984, ce gain est retrouvé dans 50 à 75% 
des tumeurs primaires dont l’incidence se situe entre 63 et 83%. Il est associé à un mauvais 
pronostic avec une valeur prédictive supérieure à d’autres critères cliniques, 
histopathologiques et génétiques 49, 50. Avec seulement 1 à 3 copies additionnelles, ce gain 
est retrouvé dans la moitié des tumeurs primaires et est associé à un NB plus agressif 51. Le 
gain peut  impliquer soit le chromosome entier ou  un segment distal du bras long, soit le 
17q21 à qter. La région du 17q peut être transloquée sur de nombreux partenaires 
chromosomiques, mais le plus souvent elle est située sur le chromosome 1p sous la forme 
d’une translocation déséquilibrée conduisant soit à une trisomie, tétrasomie et même à une 
pentasomie de la région 17q21-qter. D’ailleurs, une corrélation statistique entre une 
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délétion du chromosome 1p36 et un gain chromosomique en 17q a été démontré. De plus, 
ce gain partiel du chromosome 17 est fortement associé aux  patients âgés de plus d’un an, 
à l’amplification de MYCN, la délétion de la région 1p et à une diploïdie 52.  
 
 Une région préférentielle du 17q22-qter suggère une surexpression de plusieurs 
gènes conférant un avantage sélectif pour ces cellules tumorales, tels que BIRC5 (favorise 
la survie cellulaire dans le NB), NME1 (possiblement suppresseur de métastases) et 
PPM1D (rôle dans la pathogenèse du NB). Cependant aucune de ces gènes ne fait l’objet 
d’un consensus 51, 53-55. 
 
2.3 Anomalie de structure : Perte de matériel génétique 
Tout comme les gains, les pertes de matériel sont associées aux anomalies de 
structure par une délétion sur les chromosomes. Les conséquences d’une délétion 
chromosomique dépendent de sa longueur et des gènes amputés. Des délétions de matériel 
chromosomique sont observées dans le NB, notamment les pertes des régions 1p et 11q. 
 
2.3.1 Délétion du chromosome 1p 
La délétion du bras court du chromosome 1 (1p) est la première des anomalies 
génétiques publiées en 1977 dans le NB. Cette délétion a été observée dans les lignées 
cellulaires de NB et dans 25 à 35% des tumeurs primaires 56. Ce pourcentage est augmenté 
entre 70 et 80% dans les NB à hauts risques. Avec le temps, les études ont permis de 
confirmer cette observation en mettant en évidence une perte d’hétérozygotie (LOH) sur le 
chromosome 1p dans 19 à 36% des tumeurs primaires 57. La délétion 1p est fortement 
corrélée à un mauvais pronostic, puisqu’elle est observée dans les stades avancés du NB. 
Les stades précoces non métastatiques ne montrent pas cette altération du chromosome 1 58. 
Avec une incidence variant entre 22 et 89% selon les études, la région commune supprimée 
s’étend de 1p36.31 à pter. Des études ont observé de petites délétions interstitielles au sein 
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de la région 1p36 dans certains NB, mais les patients avec ce type de délétion progressait 
rarement au stade 4 contrairement à la délétion terminale 59.  
 
La région 1p36-pter pourrait être l’endroit où se situent un ou plusieurs gènes 
suppresseurs de tumeur dont la perte contribuerait au développement et à la progression du 
NB. Parmi plusieurs gènes décrits dans la littérature, certains semblent intéressants. Les 
expressions faibles des gènes CAMTA1, TNFRSF25 sont associées à un pronostic 
défavorable et à la délétion de 1p et l’amplification de MYCN dans les lignées de NB. Celui 
qui semble le plus intéressant, le gène CHD5, dont l’expression est absente dans les lignées 
cellulaires de NB et possède une expression préférentielle dans les tissus neuraux. De plus, 
il existe une corrélation inverse entre l’expression de CHD5 et la délétion 1p 60 
 
Même s’il y a eu des rapports contradictoires concernant le pouvoir prédictif de la 
délétion 1p36, des études plus récentes précisent que cette délétion est prédictive d’une 
mauvaise évolution de la maladie, mais ne modifierait pas la survie globale des patients 61. 
Cette anomalie a une corrélation forte avec l’amplification de MYCN. Étant toutes les  deux 
corrélées à de mauvais résultats, il est difficile de savoir si elles sont des variables 
pronostiques indépendantes. La plupart des cas avec une amplification de MYCN possède 
aussi la délétion 1p, mais l’inverse n’est pas souvent observé. Ce fait indique que la 
délétion 1p pourrait précéder le développement de l’amplification 13. 
 
2.3.2 Délétion du chromosome 11q 
Décrite en 1993, la délétion au niveau du bras long du chromosome 11 (11q) est 
observée dans 44% des tumeurs primaires de NB 62, 63. La région commune de cette LOH 
est située à 11q23-qter, ce qui indique la présence probable de gènes suppresseurs de 
tumeur à cette localisation. Cependant, aucun gène n’a été identifié à ce jour 64. 
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Contrairement à la LOH du chromosome 1p qui est fortement corrélée à 
l’amplification de MYCN, la LOH de 11q se produit principalement dans les NB n’ayant 
pas l’amplification, ce qui suggère que la délétion 11q pourrait être un marqueur pronostic 
intéressant, spécifiquement dans les cas de NB de hauts risques n’amplifiant pas MYCN 64. 
D’ailleurs, la délétion 11q est associée avec une diminution de la survie chez les patients 
qui n’avaient pas l’amplification. Ceci est probablement dû au fait que peu de tumeurs ont 
ces deux anomalies simultanément et que lorsque cette situation survient, la valeur 
pronostique de l’amplification de MYCN est dominante. Il a été démontré également que la 
délétion 11q est directement associée à la délétion 14q (décrite dans la section suivante), 
mais elle est inversement corrélée avec la délétion 1p 13. 
 
Une étude en 2010 réalisée par Fisher et al a permis de renforcer l’hypothèse que la 
délétion 11q permettrait la distinction de deux sous-groupes avec et sans anomalies du 11q. 
Suite à la subdivision des NB en 4 groupes (anomalies du 11q avec évolution favorable, 
anomalies du 11q avec évolution défavorable, 11q normal avec évolution favorable et 11q 
normal avec évolution défavorable) ne tenant compte que du statut de 11q, c’est-à-dire des 
tumeurs n’ayant aucune amplification de MYCN et de délétion 1p, il a été montré que la 
délétion de 11q est associée à une évolution défavorable 65. 
 
2.3.3 Délétion du chromosome 14q 
En 1989, une LOH au niveau du bras long du chromosome 14 (14q) ressort comme 
anomalie récurrente dans le NB 66. Retrouvée dans 20 à 25% des tumeurs primaires de NB, 
la région consensus de délétion est en 14q23-q32. Une délétion interstitielle a également été 
observée entre les locus D14S1 and D14S16 dans la région 14q32. Ayant une incidence 
dans le NB variant entre 33% à 50% 67, la perte allélique en 14q serait corrélée à la LOH de 
la région 11q, mais une corrélation inverse existerait avec la délétion 1p et l’amplification 
de MYCN 68.  
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En 1992, trois modèles communs de la modification génétique a été proposé : (a) 
tumeur sans LOH et sans amplification du gène MYCN, (b) tumeur avec LOH 1p et 
amplification du gène MYCN (peu importe le statut de 14q) et (c) tumeur avec LOH 14q 
sans amplification du gène MYCN. Donc, la présence de la délétion 14q pourrait être 
utilisée pour identifier un groupe génétique de NB n’ayant pas l’amplification de MYCN. 
Malgré tout, aucune association significative n’a été trouvée avec le diagnostic, la ploïdie et 
l’évolution de la maladie. Ainsi, la signification de la LOH en 14q reste à déterminer 68. 
 
2.3.4 Autres délétions chromosomiques 
Des études ont montré qu’il y avait d’autres délétions impliquées dans le NB; mais 
leurs significations biologiques et cliniques ne sont pas élucidées. Cependant, une délétion 
sur le bras court du chromosome 3 (3p) semble influencer l’acquisition du potentiel 
métastatique. Présente dans 22% des NB, la délétion 3p serait présente dans les tumeurs de 
stades 3 et 4. Cependant, elle est aussi observée dans quelques stades de bas risques. De 
plus, une analyse statistique a démontré une association significative entre les délétions 11q 
et 3p 69. Cependant, ce fait semble être contesté, puisqu’il semble plus plausible que les 
délétions indépendantes 3p et 11q conféreraient un avantage de croissance au NB. Bref, 
d’autres données sont requises afin de déterminer si les co-délétions 3p et 11q sont en 
corrélation avec le NB des stades avancés 70. Enfin, des délétions observées en 4p, 5q, 9p et 
18q ont été mises en évidence, mais aucune association aux divers critères biologiques ou 
cliniques n’a été faite 71, 72.  
 
2.4 Anomalie de nombre: Ploïdie  
Lorsqu’une altération dans le nombre de chromosomes est observée, il s’agit de 
gains ou de pertes de chromosomes entiers conduisant à des variations de ploïdie 26. La 
première étude ayant montré une anomalie de nombre dans le NB fut décrite en 1987. 
L’étude a montré que les caryotypes étudiés à des stades précoces de NB étaient triploïdies 
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tandis que ceux des stades avancés étaient diploïdies 73. Depuis cette avancée, le NB est 
divisé en deux groupes selon l’index d’ADN : un groupe avec un ADN nucléaire proche de 
la diploïdie (environ 45%) et l’autre groupe avec un ADN nucléaire proche de la triploïdie 
(environ 55%). Il a été démontré que les hyperploïdies (51-57 chromosomes) ou les 
triploïdies (58-80 chromosomes) sont dues à une erreur dans la mitose conduisant à des 
gains et des pertes de chromosomes entiers survenant chez les enfants de moins de 12 mois. 
Ces types de ploïdie sont accompagnés d’un pronostic favorable contrairement à celui des 
diploïdes (44-50 chromosomes) ou tétraploïdes (81-103 chromosomes) qui possèdent une 
instabilité génomique entrainant des réarrangements chromosomiques, tels que des 
translocations déséquilibrées. Même si ces divers types de ploïdie ont une ségrégation 
inadéquate lors de la mitose, les causes moléculaires demeurent inconnues 30. 
 
Malheureusement, ces découvertes en génétique n’ont pas réussi à élucider les 
échecs de traitement survenant dans le NB. D’autres éléments présents dans ces tumeurs 
permettraient une meilleure prise en charge des patients.  
 
  
 
23
Chapitre 3 : Les cellules initiatrices de tumeurs dans le neuroblastome 
Depuis plusieurs décennies, les avancées scientifiques et technologiques ont permis 
aux chercheurs de produire une abondance de connaissances dans le domaine de la biologie 
du cancer, telles que l’identification des gènes, des protéines, des allèles mutantes, des 
voies de signalisation ainsi que des mécanismes impliqués dans la résistance à des 
thérapies. Malgré toutes ces connaissances et les succès obtenus lors de l’application en 
clinique, le cancer reste une cause majeure de décès. La théorie des cellules initiatrices de 
tumeurs (TICs) ou communément appelées cellules souches cancéreuses (CSC) a incité les 
chercheurs à réexaminer les faits déjà établis comme l’initiation et la progression tumorale 
et la résistance thérapeutique observées chez les patients atteint d’un cancer 74. 
 
3.1 Découverte et généralités des cellules initiatrices de tumeurs 
Le concept des TICs (ou CSC) et de leur application au cancer à débuter au 19ième 
siècle. En 1937, une équipe avait établi qu’une cellule tumorale de souris pouvait initier une 
nouvelle tumeur. Entre les années 1965 et 1975, de multiples études ont rapporté des TICs 
dans les tumeurs hématologiques malignes puisqu’un seul petit sous-ensemble de cellules 
cancéreuses est capable de prolifération extensive. Enfin, le chercheur John Dick a 
démontré l’intérêt de la théorie des TICs dans les leucémies myéloïdes aigues en 1995 75.  
 
À la même époque où des études sur les TICs furent effectuées dans les leucémies, 
la théorie des TICs a été démontrée dans les tumeurs solides. En effet, des études ont 
montré que les cellules tumorales sont hétérogènes et que seulement une petite population 
de ces cellules est capable de former des clones in vitro et in vivo 76, 77. Tout comme la 
population isolée dans les leucémies, celle  dans les tumeurs solides mène à émettre 
l’hypothèse que seules ces cellules sont tumorigènes et que celles-ci pourraient être 
considérées comme des TICs 78. 
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L’auto-renouvellement, une des caractéristiques d’une cellule souche non 
cancéreuse, consiste en une division cellulaire dans laquelle l’une ou les deux cellules filles 
restent indifférenciées. Ainsi, la possibilité de donner lieu à une autre cellule souche avec 
les mêmes possibilités de proliférer que la cellule parentale peut être conservée 79. En plus 
de l’auto-renouvellement, les cellules souches ont la capacité de se différencier, générant 
ainsi des cellules matures d’un tissu particulier. Lorsque les cellules souches non 
cancéreuses subissent une mutation, elles deviennent des TICs 80. Les TICs sont définies 
aussi par l’auto-renouvellement, une caractéristique qui entraîne la tumorigenèse, et par la 
capacité à se différencier, une propriété qui génère la plupart des cellules dans la tumeur 
(figure 5). Donc, la tumeur est composée d’une petite fraction cellulaire, les TICs, et le 
reste de la tumeur est composée de cellules différenciées dont la capacité d’auto-
renouvellement fait défaut. La fréquence des TICs dans les tumeurs et leucémies est basse 
(103 à 107 cellules), soit environ 1% de l’ensemble de la population tumorale 75, 81. 
 
Figure 5. Les propriétés des TICs. Les TICs sont caractérisées par trois propriétés : (1) 
les capacités de prolifération et de croissance tumorigène sont renforcies, (2) un auto-
renouvellement à long terme et (3) un potentiel de créer plus de populations tumorales 
différenciées sans les caractéristiques des TICs. Illustration adaptée de Schatton et al, 2009. 
  
 
25
3.2 Identification des TICs 
L’émergence de plusieurs protéines ayant le potentiel d’identifier les TICs a déjà 
fait l’objet de plusieurs études. ALDH1, SP, CD44 et CD133 font partie des marqueurs 
pouvant servir à l’isolement de cette sous population tumorale. 
 
3.2.1 SP 
Plusieurs tumeurs contiennent une population à part (SP : Side population) qui 
possède une résistance aux médicaments. L’analyse de SP est une méthode classique 
utilisée afin d’isoler les TICs. Par cytométrie de flux, l’identification et l’isolement des 
TICs de lignées cellulaires de NB sont basées sur leur tendance à exclure le colorant 
Hoechst 82. Avec ce colorant, les cellules Hoechst négatives de NB sont ainsi isolées. Il a 
été démontré que cette fraction cellulaire négative (SP) est enrichie en TICs puisqu’elle 
possède leurs propriétés, soit une habilité à proliférer et une capacité de différenciation 
rapide 83. 
 
3.2.2 CD44 
La glycoprotéine transmembranaire CD44 joue un rôle dans la tumorigénicité et le 
pouvoir métastatique de différents modèles animaux 84. La CD44 est également connue 
pour être une cible en amont de la voie Wnt/β-caténine, voie qui est connue pour son 
implication dans le cancer ainsi que dans le maintien de l’état indifférencié des TICs 85. 
Cette glycoprotéine a été le premier marqueur identifié dans les TICs provenant d’une 
tumeur solide dans le cancer du sein. Puisque la CD44 a de nombreux variants d’épissage, 
il se peut qu’un de ces variants soit spécifique aux TICs 80.  
 
Un phénotype de population cellulaire a été démontré comme étant un marqueur des 
TICs qui est une expression combinée de deux marqueurs sur la surface cellulaire : 
CD44+/CD24-. Dans le cancer du sein, les niveaux d’expression de gènes proinvasifs, par 
exemple IL-1α, étaient plus élevés dans la sous population CD44+/CD24- in vitro. De plus, 
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cette population avait des propriétés invasives et elle était capable d’exprimer plusieurs 
gènes qui favorisent la formation des métastases pulmonaires et osseuses 86. Les marqueurs 
CD44 et CD24 étant associés aux caractéristiques des TICs et aux propriétés épithéliales 
différenciées respectivement, toutes les données mentionnées ci haut ont également été 
démontrées dans les carcinomes primaires du sein 87. 
 
Cependant, lorsque la CD44 n’est pas exprimée dans le NB, elle est associée à un 
mauvais pronostic jumelé avec les stades tumoraux avancés et elle est corrélée à 
l’amplification du gène MYCN. Il a été montré que des cellules n’exprimant pas CD44 
(fraction négative de la CD44) forment des tumeurs dans le modèle murin NOD/SCID-γc et 
ont un potentiel métastatique par l’infiltration de la moelle osseuse et de la rate. Lors des 
analyses d’expression génique, la fraction négative de la CD44 a révélé une diminution de 
l’apoptose en engendrant une progression incontrôlée du cycle cellulaire, ce qui supporte 
l’identification des TICs 88. 
 
3.2.3 CD133 
La glycoprotéine possédant cinq domaines transmembranaires, la CD133 ou 
nommée Prominin-1 (figure 6), est l’un des marqueurs de cellules ayant montré des 
caractéristiques semblables à celles des TICs. Même si la fonction biologique demeure à ce 
jour inconnue, la population cellulaire enrichie en CD133 serait impliquée dans la 
maintenance des propriétés des TICs en supprimant la différenciation 80. Ayant été 
découverte pour la première fois comme marqueur des cellules souches hématopoïétiques 
en 1997, la CD133 a été identifiée comme marqueur des TICs dans différents types de 
tumeurs cérébrales incluant le glioblastome multiforme, le médulloblastome et 
l’épendymome. Aussi, la CD133 a été utilisée dans l’identification des TICs dans les 
carcinomes colorectaux et pancréatiques. Enfin, autant chez l’humain que chez le modèle 
murin, cette glycoprotéine est un marqueur des cellules souches non cancéreuses et 
probablement aussi dans celles pancréatiques 89, 90. 
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Figure 6. Modèle structural de CD133. Topologie du polypeptide mature de CD133. Le 
peptide signal de N-terminal (aa 1-19) n’est pas illustré. La partie N-terminale est 
extracellulaire et celle C-terminale est cytoplasmique. Les cylindres représentent les 
régions transmembranaires. Illustration adaptée de Bidlingmaier et al. 2008.  
 
Dans le NB, de récentes études ont démontré un lien entre la CD133 et cette tumeur 
pédiatrique 91-93. En effet, une étude a trouvé que ce marqueur réprime la différenciation 
cellulaire et l’expression protéique de marqueurs de différenciation in vitro. De plus, cette 
étude a démontré que la CD133 accélère la prolifération cellulaire, la croissance 
indépendante de l’ancrage lors de la formation de colonies et la formation de tumeurs in 
vivo  91.  
 
3.2.4 Autres marqueurs des TICs  
L’aldéhyde déhydrogénase-1 (ALDH1) est un enzyme intracellulaire qui oxyde les 
aldéhydes, convertit le rétinol en acide rétinoïque et contrôle les voies de signalisation 
impliqués dans la différenciation cellulaire. L’ALDH1 a été utilisé dans l’identification des 
TICs dans plusieurs tissus malins comme celui du sein, du colon, du pancréas, du poumon 
et du foie 94. D’ailleurs, les cellules souches hématopoïétiques exprimant ALDH1 sont 
connus pour leur résistance contre les agents alkylants de la famille des oxazaphosphorines 
80. 
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La molécule d’adhésion épithéliale cellulaire (EpCAM : Epithelial cell adhesion 
molecule), qui est exprimée dans la plupart des surfaces basolatérales des cellules 
épithéliales, est également l’un de ces marqueurs de TICs 89. Une étude a démontré que la 
population cellulaire qui exprimait l’EpCAM dans les carcinomes hépatocellulaires était 
corrélée à une progression tumorale 95. Cette glycoprotéine transmembranaire est également 
exprimée dans les carcinomes du cerveau et du cou, de l’ovaire, du colon, du sein, du rein 
et des poumons 96. 
 
De nouveaux marqueurs sont en cours d’études. Les protéines DCAMKL-1, LGR5 
et BMI1 seraient également des marqueurs retrouvés dans les TICs. La translocation 
nucléaire de β-caténine distingue les cellules souches normales de celles provenant des 
adénomes et une étude a montré que la β-caténine était nucléaire dans les cellules 
d’adénomes DCAMKL-1 positives. Les cellules du cancer colorectal exprimant la LGR5 
ont montré une meilleure résistance à la radiation. D’autres études ont montré que cette 
dernière est exprimée dans plusieurs cellules de l’épithélium intestinal. Donc, de futures 
études vont démontrer si la LGR5 est vraiment un marqueur de TICs ou de cellules 
progénitrices. Il a été montré que la BMI1 marque une sous-population de cellules 
acineuses différenciées capables d'auto-renouvellement pour plus d'un an. La BMI1 jouerait 
un rôle général dans l’auto-renouvellement des TICs ainsi que dans la maintenance des 
habiletés prolifératives des cellules différenciées 80. La découverte de ces nouveaux 
marqueurs pourra, à long terme, aider à mieux cibler ces TICs et ainsi concevoir de 
nouvelles thérapies ciblant cette population cellulaire. 
 
3.3 Résistance des TICs aux thérapies conventionnelles 
Les découvertes ne cessent de croître dans le traitement des tumeurs. L’utilisation 
de traitements chimiothérapeutiques afin de réduire la masse tumorale ne cesse pas d’être 
améliorer, mais la population agressive des TICs présente au sein même de la tumeur est 
capable d’engendrer une résistance contre ces agents chimiothérapeutiques, menant à une 
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récidive tumorale 97. Il semble qu’une majorité des cellules souches de n’importe quel tissu 
possède une résistance plus importante face à la chimiothérapie comparativement aux types 
de cellules matures associés aux divers tissus correspondants. Les raisons qui expliquent 
cette résistance ne sont pas totalement connues, mais des niveaux élevés d’expressions 
protéiques anti-apoptotiques et la présence de transporteurs ABC, comme des gènes de 
résistance multiples, expliquent en partie cette résistance associée aux TICs 98, 99. Bref, si 
les thérapies étaient plus spécifiques et dirigées contre les TICs, les réponses tumorales 
seraient plus durables et peut-être que la guérison des tumeurs métastatiques pourrait être 
obtenue (figure 7). 
 
 
 
Figure 7 . Thérapies standards versus les stratégies thérapeutiques dirigées contre les 
TICs. A: Les thérapies tumorales conventionnelles peuvent réduire la taille du cancer 
enéliminant l’ensemble de la population tumorale dans un premier temps, mais les TICs 
résistantes demeurent viables après le traitement et ainsi, elles rétablissent la croissance 
tumorale ce qui engendre la récidive tumorale. B: De nouvelles thérapies ciblant les TICs 
bloquent leur habileté de générer des cellules cancéreuses progénitrices, ce qui inhibe la 
croissance tumorale et pourrait conduire à une dégénérescence tumorale. Illustration 
adaptée de Schatton et al, 2009. 
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Une étude démontrant l’utilité des marqueurs de TICs ainsi que leur résistance face 
aux médicaments chimiothérapeutiques a été réalisée dans les TICs de tumeurs provenant 
du cerveau. Suite à la séparation des TICs par le marqueur CD133, la population cellulaire 
enrichie en CD133 était plus résistante lors de leur mise en contact avec les agents 
chimiothérapeutiques standards. Aussi, les TICs isolées de glioblastomes étaient plus 
résistants aux agents comme le témozolomide, le carboplatine, le paclitaxel et l’étoposide. 
Il a même été démontré que les glioblastomes récurrents ont une expression en CD133 plus 
élevée, ce qui leurs confèrent un taux de survie plus élevé et ce malgré l’application des 
thérapies 80.  
 
Dans les systèmes précliniques et ultimement dans ceux cliniques, les critères 
d'évaluation expérimentale devraient inclure le phénotype et la fonction des TICs en plus de 
la réduction de la masse tumorale. Plusieurs approches pourraient êtres utiles, puisque ces 
approches pourraient améliorer la réponse à la thérapie systémique, en toute connaissance 
des concepts des TICs. Ainsi, l’ablation des TICs en utilisant des agents antitumoraux, tels 
que des anticorps monoclonaux, de petites molécules, des virus oncolytiques ou des cellules 
immunitaires activées serait une option. D’autres options, comme le blocage des fonctions 
des TICs, le renversement de la résistance des TICs et les thérapies dirigées vers la 
différenciation des TICs pourraient être des pistes intéressantes dans le traitement des 
cancers 74. Le sujet des TICs semble très adapté au NB qui est souvent une tumeur 
métastatique qui se traduit par une chimiorésistance. 
 
3.4 TICs dans le neuroblastome 
Tel que mentionné précédemment, 40% des NB résistent à la chimiothérapie (voir 
section 1.8). Avec son potentiel métastatique, la tumeur résiste à de fortes doses de 
chimiothérapie combinées à une greffe de moelle osseuse. Si les TICs présentent une 
résistance naturelle à la chimiothérapie, de nouvelles thérapeutiques qui inhiberaient cette 
chimiorésistance pourrait être une piste intéressante dans le traitement du NB 100.  
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C’est en 1996 que le concept des TICs a été associé au NB. En effet, une étude a 
montré que le traitement par l’interféron gamma (INF-γ) combiné au facteur de croissance 
nerveux (NGF), c’est-à-dire INF-γ +/-NGF, peut réguler la croissance tumorale, mais induit 
aussi l’apparition des TICs dans une lignée cellulaire de NB 101. Depuis ce temps, plusieurs 
évidences supportent l’hypothèse qu’il y a bel et bien une sous population cellulaire 
tumorale qui a les mêmes propriétés que les cellules souches normales (voir section 3.1) et 
qui modifie la tumorigenèse 100.  
 
Lors de traitement du NB, la présentation clinique suggère que les TICs existent 
dans cette tumeur. Tel que mentionné dans la section 1.3, la grande hétérogénéité observée 
dans le NB serait peut-être dû à cette population qui est capable de proliférer et de se 
différencier en diverses cellules tumorigéniques. Le NB de haut risque, qui engendre 
souvent des métastases, est connu pour avoir une récidive tumorale malgré la combinaison 
de plusieurs thérapeutiques. Suite à l’isolement des TICs du NB provenant du site 
métastatique le plus courant, soit la moelle osseuse, une équipe a montré que les TICs de 
NB exprimaient des marqueurs provenant de progéniteurs de la crête neurale. De plus, elles 
avaient une capacité d’auto-renouvellement et pouvaient se différencier en neurones. Même 
que ces cellules pouvaient formé des NB qui produisaient des métastases au niveau du foie, 
de la rate, des reins, des poumons et des surrénales suite à l’injection d’à peine 10 cellules 
de TICs de la moelle osseuse dans un modèle murin immunodéficient 100. 
 
 Des études in vitro ont également montré la présence de TICs en utilisant des 
marqueurs comme la CD133 (voir sous-section 3.2.3), la nestine (protéine exprimée dans le 
cytoplasme des cellules souches et progénitrices du SNC) et le c-kit (récepteur tyrosine 
kinase exprimé dans les tumeurs solides) 102, 103.  
 
Une étude génotypique a également été faite sur les TICs dans le NB en 2010. Elle 
était la première étude sur les transcriptomes de TICs dans le NB. Elle avait pour but 
d’illustrer le principe selon lequel les profils d’expression spécifiques des TICs sont utiles 
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pour découvrir les de nouveaux traitements dans le NB. Dans leur étude, l’équipe a analysé 
l’ARN de lignées cellulaires provenant de NB sur des puces «GeneChip Human Exon 1.0 
ST» d’Affymetrix. L’étude a révélé que certains gènes étaient fortement exprimés dans les 
TICs en comparaison aux cellules normales de la crête neurale. Par exemple, la kinase 
Aurora B était une cible thérapeutique potentielle pour la thérapie du NB. En effet, l’équipe 
a montré qu’un traitement avec un inhibiteur sélectif de la kinase Aurora B était 
cytotoxique aux TICs de NB, mais n’avait aucun un effet sur les cellules normales de la 
crête neurale 104. 
 
En résumé, une thérapie ciblée sur les TICs permettrait d’améliorer la survie des 
patients avec des NB des stades 3 à 4. 
 Projet de recherche  
Chapitre 4  
Depuis la découverte du NB, de nombreux chercheurs ont tenté de trouver des 
caractéristiques à cette tumeur solide permettant d’améliorer le taux de guérison des jeunes 
patients. Plusieurs traits distinctifs ont été découverts, mais malgré la classification des 
stades de NB associée à divers traitements thérapeutiques et l’énumération de facteurs 
biologiques et génétiques, une importante proportion de NB, surtout celle des NB de risque 
intermédiaire ayant une issue clinique variable, demeure insensible aux traitements qu’on 
leur applique. Durant les dernières décennies, plusieurs études ont mis en évidence la 
présence d’une sous population agressive qui permet une récidive tumorale à l’intérieur 
d’une grande diversité de tumeurs. Donc, la théorie des TICs s’applique très bien à la 
tumeur pédiatrique. De surcroît, plusieurs études ont mis en évidence le rôle de CD133 
comme un marqueur des TICs dans divers types de cancers.  Donc, la découverte de 
nouvelles caractéristiques dans ces TICs, qui seraient reliées à des caractéristiques 
cliniques, serait une avancée majeure dans la voie thérapeutique du NB. 
 
4.1 Hypothèses de travail: 
En sachant que la présence de TICs a été montrée dans le NB autant dans les lignées 
cellulaires que dans les tumeurs solides (voir section 3.4), que la CD133 serait un marqueur 
de ces TICs (voir section 3.2.3) et que la récidive tumorale est souvent observée dans le NB 
des stades 3 et 4, l’hypothèse qu’un mécanisme différent serait impliqué dans ces TICs 
comparativement aux autres cellules tumorales serait plausible. De plus, l’origine de ce 
mécanisme propre à ce type cellulaire serait au niveau du génome. Donc, l’identification et 
la caractérisation génotypiques de ces TICs devraient permettre de mieux cibler les 
approches dans le traitement de ce cancer.  
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4.2 Objectifs de recherche  
Le premier objectif de recherche du présent mémoire est de démontrer les vertus des 
TICs, c’est-à-dire leur capacité d’auto-renouvellement et de former des tumeurs et 
métastases, exprimant  la protéine CD133 lors d’expériences in vitro et in vivo. 
 
Le second objectif de recherche est d’effectuer un génotypage différentiel entre les 
TICs et les autres cellules du neuroblastome afin d’en identifier les anomalies génétiques 
spécifiques. 
 
4.3 Stratégie expérimentale 
Dans la perspective de réaliser les objectifs de recherche de ce mémoire, nous avons 
eu recours à diverses techniques expérimentales in vitro et in vivo ainsi qu’aux analyses 
d’expression génique et protéique. Voici un résumé des principales stratégies 
expérimentales utilisées durant les travaux de recherche présentés dans ce mémoire. 
 
4.3.1 Les études in vitro et in vivo 
Afin d’isoler les cellules ayant à leur surface cellulaire la protéine CD133, un 
marquage suivi d’un tri cellulaire par cytométrie de flux ont été effectués. Ensuite, nous 
avons évalué la capacité de cette population isolée à être des TICs avec des expériences 
telles que la formation de neurosphères (NS), la formation de colonies en agar mou et la 
formation de tumeurs et de métastases dans un modèle murin immunodéficient 
(NOD/SCID-γc) suite à l’injection orthotopique de la population cellulaire ayant le 
marqueur protéique CD133. 
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4.3.2 L’étude d’analyse génotypique différentielle 
Une analyse génotypique différentielle au niveau du génome entier a été effectuée 
entre les cellules qui expriment le marqueur CD133 et celles qui ne l’expriment pas. Cette 
analyse, qui a été faite avec la collaboration de Génome Québec et de la compagnie 
Affymetrix, a été réalisée avec le logiciel informatique ChAS permettant l’étude des gènes 
sur l’entièreté des chromosomes. 
 
4.3.3 Gènes candidats potentiels ciblant les TICs dans le NB 
Suite à l’analyse génotypique différentielle, des gènes modifiés dans la population 
des TICs exprimant la CD133 ont été sélectionnés afin d’effectuer une analyse d’expression 
protéique. Plusieurs molécules ont été soumis à des Westerns Blots : la sérine / thréonine 
kinase 11 (STK11), le complexe de reconnaissance d'origine, sous-unité 6 (ORC6 : Origin 
recognition complex, subunit 6) et l’éphrine-A2 (EFNA2). Les résultats les plus 
intéressants ont été obtenus avec l’EFNA2. 
 Matériel et méthodes 
Chapitre 5 
5.1 Tumeurs 
Six tumeurs primaires de NB ont été sélectionnées en fonction de leur expression en 
CD133 pour des analyses par Western Blot (tumeurs 1 à 3 n’exprimant que très peu la 
CD133, tumeurs 4 à 6 exprimant la CD133). Ces tumeurs, provenant de patients qui ont été 
suivis à CHU Sainte-Justine, sont de stade 3 ou 4 selon les critères de l’INSS 106. Cette 
étude a été approuvée par des comités d’évaluation scientifique et d’éthique de la recherche 
du CHU Ste-Justine (acceptation du protocole #401). Les investigateurs ont obtenu un 
consentement éclairé et l’accord des patients ainsi que de leurs parents. 
 
5.2 Lignées cellulaires 
Les cellules SK-N-DZ, SK-N-SH et SK-N-FI proviennent  de métastases de la 
moelle osseuse et ont été obtenues de l’«American Type Culture Collection» (ATCC). Les 
cellules NB-10 proviennent de l’Hôpital St. Jude (Memphis, TN, É.-U.) et elles dérivent de 
métastases hépatiques. Les cellules IGR-N91 et IGR-NB8 proviennent de l’Institut Gustave 
Roussy (Villejuif, France) et dérivent de métastases de la moelle osseuse. NB-10, SK-N-
DZ, IGR-N91 and IGR-NB8 ont une amplification de MYCN. Les cellules sont maintenues 
à 37°C dans une atmosphère humidifiée composée de 95% d’air et 5% de CO2 et sont mises 
en culture dans un milieu approprié contenant du DMEM supplémenté avec  1% pénicilline 
/ streptomycine et 10% de sérum de veau fœtal (SVF). 
 
5.3 Extraction d’ADN  
L’extraction d’ADN des cellules sélectionnées de NB (CD133high and CD133low) a 
été réalisée avec le Mini Kit QIAamp® (QIAGEN) conformément aux instructions du 
fabricant. La qualité des échantillons d’ADN a été vérifiée avec un gel d’électrophorèse 
1,5% d’agarose et colorée avec du bromure d'éthidium. La concentration d’ADN a été 
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évaluée avec l'absorbance à 260 nm en utilisant une microplaque du spectrophotomètre 
Spectra MAX 190 (Sunnyvale, CA, É.-U.). 
 
5.4 Préparation de l’ADN cible et génotypage de SNPs 
Les six lignées cellulaires de NB ont été prises pour faire l’analyse génotypique 
différentielle en collaboration avec Génome Québec. L’analyse de l’échantillonnage du 
génome entier (WGSA: Genome-Wide Human SNPs Array 6.0) d’Affymetrix®, qui 
contient 906 600 SNPs et  946 000 sondes pour la détection du nombre de copies, a été 
utilisée pour le génotypage selon les méthodes décrites par le fournisseur. Brièvement, 500 
ng d’ADN génomique ont subi une étape de digestion  avec les enzymes de restriction 
appropriés (Nsp I and Sty I) ainsi qu’une étape de ligation aux adaptateurs qui 
reconnaissent les 4 pb cohésives. Ensuite, les fragments d’ADN de chaque échantillon sont 
amplifiés par une réaction en chaîne par polymérase (PCR : polymerase chain reaction)  
selon les conditions recommandées en utilisant une amorce qui reconnait la séquence 
adaptatrice. Les produits de la PCR pour chaque enzyme de restriction sont combinés et 
purifiés en utilisant des billes de polystyrène. L’ADN amplifié est ensuite fragmenté, 
marqué et hybridé sur les puces 6.0 d’Affymetrix®. Enfin, les puces SNPs hybridés sont 
lavées, incubées avec de la streptavidine phycoérythine (SAPE), et marquées avec un 
anticorps dirigé contre un anti-streptavidine phycoérythine biotinylé. Les puces sont 
numérisées avec le GeneChip Scanner 3000 7G (Bedford, UK) selon les recommandations 
du fabricant. Le logiciel de génotypage d’Affymetrix (GTC 4.0) est utilisé afin de changer 
les données brutes en un fichier (.CHP) qui peut être lu par l’utilisateur. Le logiciel 
d’analyse (ChAS: Chromosome Analysis Suite) est ensuite utilisé pour examiner le profil 
d’hybridation des SNPs de chacun des échantillons et leur contrôle respectif. Afin 
d’identifier les gènes d’intérêts, l’anomalie doit être présente dans au moins 50% des 
lignées cellulaires et doit avoir un gain ou une perte de matériel dans la population 
CD133high ou CD133low. 
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5.5 Extraction protéique et Western Blot 
Pour l’extraction de protéines, les tumeurs ont été pesées et homogénéisées dans 
cinq volume de milieu homogénéisant (250 mmol/L sucrose et 10 mmol/L 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonique Tris-HCl (Boehringer Mannheim; pH 7.5)) à 
l’aide d’un Polytron (Brinkman Instruments, Westbury, NY, É.-U.) pour obtenir des lysats 
cellulaires; Les culots sélectionnés de NB (CD133high and CD133low) ont été resuspendus 
dans 500 µl de tampon de lyse (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
mM EGTA, 1% Triton X-100, 0.5% P-40 Nonidet, 1 mM orthovanadate de sodium, 1 mM 
fluoride de sodium) et incubés 30 minutes à 4 °C pour obtenir les lysats cellulaires; Les 
lysats cellulaires des tumeurs et des culots sélectionnés sont ensuite  analysés après 1 heure 
d’incubation avec le réactif Micro BCATM (Thermo Scientific, Rockford, IL, É.-U) à 60°C. 
Après, une quantité égale de protéines (20 μg) provenant des lysats cellulaires de tumeurs 
de NB, les protéines sont solubilisées dans un tampon de Laemmli, le tout apporté à 
ébullition pendant 5 minutes, séparé par SDS-PAGE, transféré sur des membranes de 
polyvinylidene difluoride (PVDF) et bloqué 1 heure à la température pièce avec un tampon 
TBS (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl) contenant 3% d’albumine sérique bovine 
(BSA). Ensuite, les protéines sont incubées avec les anticorps primaires toute la nuit à 4 °C. 
Une étape de lavage de 15 minutes des membranes de PVDF dans un tampon TBS (20 mM 
Tris-HCl (pH 7.4),150 mM NaCl) contenant 0.1% de Tween 20 est effectuée 4 fois. Une 
incubation d’une heure avec les anticorps secondaires anti-chèvre, anti-lapin ou anti-souris 
contenus dans 3% de BSA est suivie d’une seconde étape de lavage de 15 minutes des 
membranes de PVDF dans un tampon TBS (20 mM Tris-HCl (pH 7.4),150 mM NaCl) 
contenant 0.1% de Tween 20, le tout étant  4 fois. Des bandes immunoréactives sont 
révélées après 1 heure d’incubation avec la peroxidase horseradish conjuguée à des 
anticorps anti-chèvre, anti-lapin ou anti-souris; les signaux sont visualisés avec un système 
de détection à l’ECL (PerkinElmer, Waltham, MA, É.-U). Les anticorps primaires utilisés 
pour cette étude sont contre l’éphrine-A2 0.2 μg/mL (AF603, R&D systems), la CD133/1 
1/100 (W6B3C1, Myltenyi Biotec) et la β-Actine 1/5000 (ab8227, Abcam). 
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5.6 Formation de neurosphères en présence d’anticorps anti-éphrine-A2 
Les cellules de NB SK-N-DZ sont mises en culture en triplicata dans les plaques de 
96 puits (3x103/puits) dans un milieu approprié contenant du DMEM/F12 (+ Glutamax) 
(3:1) (GIBCO® Invitrogen) supplémenté avec 1% pénicilline / streptomycine, 1 µg/mL 
fungizone, 2% supplément B27, 20 ng/ml facteur de croissance épidermique (EGF), 25 
ng/mL facteur de croissance fibroblastique 2 (FGF2) et une concentration croissante 
d’anticorps bloquant anti-éphrine-A2 (1 à 5 μg/mL) (R&D Systems). Les cellules sont 
maintenues à 37°C pendant 7 jours dans une atmosphère humidifiée composée de 95% 
d’air et 5% de CO2. Les neurosphères sont photographiées avec une caméra Olympus Q 
Color 3 et comptées avec le logiciel Image-Pro Plus 7.0. La taille des neurosphères a été 
mesurée en pixels (<2000 : petites neurosphères; 2000-5000 : moyennes neurosphères; 
>5000 : grosses neurosphères). 
 
5.7 Analyses statistiques 
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées par le test ANOVA-bidirectionnel 
avec le logiciel Graphpad Prism. P < 0.05 est considéré statistiquement significatif. 
 
 
  
Article 
Chapitre 6 
Cette section présente les résultats de recherche effectués dans le contexte de ce 
mémoire. Ils sont présentés sous la forme d’un article scientifique soumis à une revue et 
évalué par un comité de pairs. 
 
Analyse génotypique des cellules initiatrices de tumeurs 
exprimant CD133 dans le neuroblastome 
 
Le neuroblastome (NB) est la tumeur extracrânienne la plus commune et létale chez 
le jeune enfant. Malgré des thérapies combinées agressives, plus de la moitié des enfants 
ayant un NB avancé vont décéder dû aux métastases. De récentes données suggèrent 
qu’après l’utilisation de la chimiothérapie, des cellules initiatrices de tumeurs (CITs) 
persistent, causant ainsi une récidive tumorale et la formation de sites métastatiques. 
L’objectif de cette étude est de montrer les propriétés des CITs de la population cellulaire 
de NB CD133high (population cellulaire enrichie en CD133) et d’identifier des anomalies 
génétiques. Premièrement, un isolement de la population cellulaire CD133high de lignées 
cellulaires provenant de NB a été fait suivi par la formation de neurosphères, des essais en 
agar mou et d’injections orthotopiques dans les souris NOD/SCID/IL2Rγc. Après 
l’extraction d’ADN, une analyse génotypique différentielle a été réalisée avec des SNP 6.0 
d’Affymetrix sur les populations CD133low et CD133high et la fréquence des anomalies 
retrouvées dans 36 tumeurs de NB a été déterminée. Nos résultats ont montré que les 
cellules CD133high de NB possèdent des propriétés de CITs, puisque les cellules CD133high 
formaient significativement plus de neurosphères et produisaient significativement plus de 
colonies en agar mou que celle CD133low. Par ailleurs, seulement 500 cellules CD133high 
étaient suffisantes afin de développer des tumeurs primaires et des métastases dans notre 
modèle murin. L’analyse différentielle génotypique a montré deux régions communes avec 
des gains (16p13.3 and 19p13.3) dans la population CD133high et deux LOH (16q12.1 and 
21q21.3) dans la population CD133low. Ces anomalies ont été trouvées chez les patients 
ayant un NB et certaines étaient significativement corrélées avec l’expression de CD133. 
Donc, nos données ont montré que les cellules de NB CD133high possèdent des propriétés 
de CITs et présentent des caractéristiques génotypiques différentes comparées à celles 
CD133low. Nos résultats proposent un aperçu afin d’élaborer une nouvelle thérapeutique 
ciblant les CITs dans le NB. 
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Abstract 
Neuroblastoma (NB) is the most common and lethal extracranial solid tumor of childhood. 
Despite aggressive therapy, more than half of the children with advanced NB will die of 
uncontrolled metastatic disease. After chemotherapy, tumor initiating cells (TICs) could 
persist, cause relapses and metastasis. The aim of this study is to demonstrate the tumor-
initiating properties of CD133high NB cells and to identify new specific genetic 
abnormalities. An isolation of CD133high cell population of NB cell lines was done 
followed by neurospheres formation, soft agar assays and orthotopic injections in 
NOD/SCID/IL2Rγc-null mice. A differential genotyping analysis was realized with 
Affymetrix SNP 6.0 arrays on CD133low and CD133high populations and the frequency of 
the abnormalities of 36 NB tumors was determined. Our results showed that CD133high NB 
cells possessed tumor-initiating properties since CD133high cells formed significantly more 
neurospheres, produced significantly more frequent colonies in soft agar than CD133low. 
500 CD133high cells were sufficient to develop primary tumors and frequent metastases in 
mice model. Differential genotyping analysis demonstrated two common regions with gains 
(16p13.3 and 19p13.3) containing the gene EFNA2 in the CD133high population and two 
LOH (16q12.1 and 21q21.3) in the CD133low population. The gain of EFNA2 is correlated 
with the increased expression of the corresponding protein. These abnormalities were found 
in NB of patients and some were significantly correlated with CD133 expression. Our 
results show that CD133high NB cells have TICs properties and present different genotyping 
characteristics compared to CD133low cells. Our findings give insights for new therapeutic 
targets in NB TICs. 
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Introduction 
Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor of childhood and 
accounts for 8-10% of all childhood tumors (London et al., 2005). NB is a tumor of the 
sympathetic nervous system and arises typically in the adrenal medulla or paraspinal 
ganglia, it can also present as mass lesions in the neck, chest, abdomen, or pelvis (Maris, 
2010). Median age at diagnosis is 17 months (London et al., 2005). This malignant tumor is 
enigmatic and unpredictable because it exhibits a broad spectrum of clinical features, 
including spontaneous regression or maturation without any treatment or progression to 
metastasis leading to death (Maris et al., 2005). Age at diagnosis is one of the major 
prognosis factor; children younger than 18 months with localized tumors have favorable 
outcomes compared to children over 18 months who present metastatic disease and have 
40-60% survival rate despites combined an aggressive therapy. (Modak and Cheung 2010; 
Perez et al., 2000). Almost 40% of all NBs are classified as high-risk NBs, based on age at 
the time of diagnosis (≥ 18 months), stage, unfavorable histopathology, ploidy, and 
amplification of the MYCN oncogene. The high-risk NB is one of the greatest challenges in 
pediatrics (Yu et al., 2010). Among biological prognostic factors, MYCN amplification is 
found in 25% of primary NBs and is strongly correlated with advanced-stage, rapid disease 
progression, and poor clinical outcome (Ishola and Chung, 2007). Also, cytogenetics 
studies have described that loss of heterozygosity (LOH) on chromosome 1p36 as well as 
on 11q23 occurred in >70% of tumors. These LOH are associated to a poor clinical 
prognosis (Brodeur et al., 1981; Gilbert et al., 1982).  
Until recently, conventional chromosome analysis and metaphase or interphase fluorescent 
in situ hybridization (FISH), and comparative genomic hybridization (CGH) were the main 
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methods for genome-wide detection of chromosomal imbalances in cytogenetics (Carr et 
al., 2007). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) arrays allow to determine both the 
copy number status and the genotype of close to a million SNPs, detecting region 
gains/losses and the presence of loss-of-heterozygosity in a single assay. Previous research 
demonstrated  a genome-wide analysis of 92 NBs performed with SNP 50 K and/or 250 K 
gene chip arrays which provided both copy-number and allele-specific information at a 
resolution of 10-12 kb (Carén et al., 2008). High resolution oligonucleotide array platforms 
with millions of markers have enabled the study of copy number variation (CNV). CNVs 
are alterations of the genome in which small segments of DNA sequence are duplicated 
(gained) or deleted (lost) (Pique-Regi et al., 2010). Originally designed for genetic 
association studies, SNP arrays can also be used for the detection of whole or partial 
chromosomal gains and losses, and LOH (Carr et al., 2007). 
Many lines of evidence strongly suggest that many if not all tumors contain a small number 
of cancer stem cells or tumor-initiating cells (TICs) that fuel tumor growth and seed 
metastases (Frank et al., 2010; Ward and Dirks, 2007). They are distinct from the bulk of 
the tumor because they are responsible for long-term maintenance of tumor growth in 
several cancers, that is to say that they have an important role in tumorigenesis, 
progression, metastasis and relapse (Dalerba et al., 2007). Mounting data over recent years 
have indicated the existence of TICs in multiple solid tumors (Mullassery et al., 2009). The 
poor prognosis for high-risk NB patients is associated with common disease recurrences 
that fail to respond to available therapies. In this context, increasing evidences suggest that 
NB may contain TICs that may resist to treatment and contribute to tumor relapse and 
metastasis. New therapies that target the TICs may therefore prevent or treat tumor 
  
45
recurrences. Different cell surface markers have already proved useful in the isolation of 
TICs. First recognized as a surface marker for haematopoietic stem cells, CD133 (prominin 
1) is a 120 kDa transmembrane glycoprotein that marks TICs in different types of brain 
tumors (including glioblastoma, medulloblastoma and ependymoma), pancreatic and 
colorectal carcinomas, and Ewing’s sarcoma (Visvader and Lindeman, 2008).  
It has recently been described, in NB, that CD133 appears to be a marker of TICs since 
isolated CD133 high cells were able to grow as neurospheres in vitro and to initiate tumors 
in athymic mice after their subcutaneous (ectopic) injection (Mahller et al., 2009). 
Recently, it has been demonstrated that CD133 regulates differentiation and proliferation in 
NB (Takenobu et al., 2011). However, the gold-standard for evaluating the presence of 
TICs is orthotopic transplantation of few sorted cells in immunocompromised mice 
(Visvader and Lindeman, 2008). Furthermore, the biology and genotypic characteristics of 
CD133-expressing NB TICs are still less understood. The high complexity and 
heterogeneity of NB suggest that NB TICs may contain different genotypic features than 
the bulk tumor cells. The aim of our study is to demonstrate that CD133 is a marker of 
TICs using the classical experiments such as neurospheres assay, colonies formation in soft 
agar, as well as orthotopic transplantation of cells into the adrenal gland of 
immunocompromised mice (Al-Hajj et al., 2003; Hamburger and Salmon, 1977; Jordan et 
al., 2006). In addition, genetic abnormalities in NB TICs will be analyzed.
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Materials and Methods 
Cell lines 
NB-10 cells came from St. Jude Children's Research Hospital (Memphis, TN, USA) and 
they derive from liver metastasis. SK-N-SH, SK-N-DZ and SK-N-FI cells were obtained 
from the American Type Culture Collection and originate from bone marrow metastases. 
IGR-N91 and IGR-NB8 cells were from Gustave Roussy Institute (Villejuif, France). IGR-
N91 and IGR-NB8 cells come from bone marrow metastasis. NB-10, SK-N-DZ, IGR-N91 
and IGR-NB8 have the MYCN amplification. Cells were cultured at 37°C in a humidified 
atmosphere composed of  95% air and 5% CO2 and were grown in Dulbecco's modified 
eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10 µg/mL gentamicin and 10% fetal bovine 
serum (FBS). 
 
Patients 
According to specific criteria (clinical follow-up, tumor size and quantity of DNA), 36 NB 
cases were selected for SNP genotyping. These patients were treated and followed at CHU 
Sainte-Justine (Montreal, Canada) between March 1994 and February 2009.All tumor 
samples were frozen at -80°C. Tumors were classified according to the International 
Neuroblastoma Staging System (INSS) (Brodeur et al., 1988). Among these 36 NB, 26 
were fixed in 10% phosphate-buffered formalin and embedded in paraffin. A tissue 
microarray (TMA) was constructed using four 0.6 mm diameter representative NB tumor 
tissue cylinders transferred into a recipient paraffin block using a tissue-arrayer. This study 
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was approved by the ethic committee of CHU Sainte-Justine’s.  Investigators obtained 
informed consent and agreement from the patients (and their parents). 
 
Animals 
Female and male NOD/LtSz-scid/IL-2Rgamma null (NSG) mice (6-8 weeks old) were 
obtained from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA), bred in the animal facility 
under pathogen-free conditions and fed with autoclaved water and diet. Experiments were 
carried out under the conditions established by the Good Laboratory Practices for Animal 
Research institutional committee of CHU Sainte-Justine. 
 
Isolation of CD133high cell population  
NB cells lines were separated by the standard method for cell separation MACS® Column 
Technology (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). The protocol provided by the 
manufacturer was followed. Briefly, cells were separated in MS column and were 
magnetically labeled with CD133/1 MicroBeads. The cell separation was obtained with a 
high-gradient magnetic field. Unlabeled cells (CD133low) were collected and labeled cells 
(CD133high) were obtained with the retirement of the magnetic field. After labeling with 
allophycocyanin (APC)-conjugated anti-human CD133/2 antibody (Miltenyi Biotec, 
Auburn, CA, USA), the specificity of the selection of sorted CD133high cells was evaluated 
by flow cytometry with the FACS CaliburTM (Beckman Dikenson, San Jose, CA, USA). In 
the six cell lines, the percentage of cells expressing CD133 in CD133low was from 3 to 22% 
and from 57 to 96% in CD133high. The cut-off which allows to consider the cells sorted was 
more than 50% of cells expressing CD133 for CD133high and less than 25% for CD133low. 
In CD133high cells, the percentage of cells expressing CD133 was at least three times higher 
than in CD133low.  
 
Neurosphere formation assays 
2,5x104 selected NB cells (CD133high and CD133low) were plated in a proliferating medium 
containing DMEM/F12 (+ Glutamax) (3:1) (GIBCO® Invitrogen) supplemented with 1% 
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Penecillin/Streptomycin, 1 µg/ml Fungizone, 2% B27 supplement, 20 ng/ml Epidermal 
Growth Factor (EGF) and 25 ng/ml Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2). Cells were 
maintained at 37°C in a humidified atmosphere composed of 95% air and 5% CO2 for 1-2 
weeks. Neurospheres were imaged with an Olympus Q Color 3 camera mounted to a light 
microscope. 
 
Colony formation assays 
5x103 selected NB cells (CD133high and CD133low) were plated as single cell suspensions in 
0.35% Agar (SIGMA, St-Louis, MO, USA) in DMEM supplemented with 10% FBS. Cells 
were maintained at 37°C in a humidified atmosphere composed of 95% air and 5% CO2 for 
3-4 weeks and macroscopic colony formation appeared. Visual count of macroscopic 
colonies was done. 
 
NB orthotopic xenograft  
CD133high and CD133low SK-N-DZ cells (500 cells re-suspended in 20 μL of Dulbecco’s 
Phosphate Buffered Saline) were injected into the left adrenal gland of respectively 6 and 5 
NSG mice under general anesthesia with 2% isofluran/O2. A clinical analysis (weight, vital 
signs and behavior) was done once a week. After 2 months, mice were sacrificed in a CO2 
chamber. A necropsy was done and the left adrenal gland (injection site) as well as liver, 
lungs, brain and femur (potential sites of metastasis) were removed and fixed in 10% 
phosphate-buffered formalin and embedded in paraffin. 
 
Histopathologic and immunohistochemistry studies  
From paraffin blocks, sections were cut at 5 µm and stained with hematoxylin, Phloxine 
and saffron (HPS). Immunohistochemistry was performed on paraffin-embedded sections 
using Ultraview Universal DAB detection kit (Ventana, Ventana medical system, Tuscon, 
AR). For mice organs and tumors an antibody against CD56 (1/100, rabbit polyclonal, 
S473-r, Santa Cruz biotechnology, CA) and for TMA an antibody against CD133 (1/200, 
mouse monoclonal, 32AT1672 Santa Cruz biotechnology, CA) were applied for 32 min. It 
was followed by application of Ultraview Universal DAB detection kit (Ventana, Ventana 
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medical system, Tuscon AR). DAB was used as a chromogen and hematoxylin as 
counterstains. Normal mouse or rabbit IgG at the same concentrations as the primary 
antibodies served as negative controls. 
 
DNA extraction 
DNA extraction of NB cells (CD133high and CD133low) and of 36 tumors was performed 
with QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) according to the manufacturer’s instructions. 
The quality of DNA samples was verified with 1.5% agarose gel electrophoresis and 
stained with ethidium bromide. DNA concentration was assessed with absorbance at 260 
nm using a microplate spectrophotometer Spectra MAX 190 (Molecular devices, 
Sunnyvale, CA, USA). 
 
Preparation of DNA target and SNP genotyping 
The Affymetrix® Genome-Wide Human SNP Array 6.0, that contains more than 906 600 
SNPs and more than 946 000 probes for the detection of copy number variation was used 
for the genotyping, according to the methods described by the supplier. Briefly, 500 ng of 
genomic DNA was digested with appropriate restriction enzymes (Nsp I and Sty I) and 
ligated to adaptors that recognize the cohesive 4 bp overhangs. For each sample, the ligated 
DNA fragments were PCR amplified under recommended conditions, using a generic 
primer that recognizes the adaptor sequence. The PCR products for each restriction enzyme 
digest are combined and purified using polystyrene beads. The amplified DNA is then 
fragmented, labeled and hybridized to a Genome-Wide Human SNP Array 6.0. The 
hybridized SNP chips was then washed, incubated with Streptavidin Phycoerythin (SAPE), 
and stained with a biotinylated anti-streptavidin phycoerythin antibody. The chips were 
scanned with a GeneChip Scanner 3000 7G (Bedford, UK) according to the manufacturer’s 
recommendations. The Affymetrix software Genotyping Console (GTC 4.0) was used to 
change unprocessed data to a file (.CHP) that can be read. The software Chromosome 
Analysis Suite (ChAS) was then used to examine the SNP hybridization patterns in each 
cell line and their corresponding matched controls. In order to identify potential genes of 
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interest, the anomaly had to be present in at least 50% of the NB cell lines and has to 
have a material gain or loss in the CD133high or CD133low NB population. 
 
Protein extraction and Western blotting 
For the protein extraction, selected NB pellets were resuspended in 500 µl of lysis buffer 
(10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 
0.5% Nonidet P-40, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM sodium fluoride), incubated 30 
minutes at 4 °C to obtain cell lysates, and then assayed after 1 hour of incubation with the 
NB selected (CD133high and CD133low)  samples and the reagent Micro BCATM (Thermo 
Scientific, Rockford, IL, USA) at 60°C. After, equal amounts of protein (20 μg) from 
selected NB cell lysates were solubilized in Laemmli sample buffer, boiled for 5 minutes, 
separated by SDS-PAGE, transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes 
and blocked 1 h at room temperature with TBS buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM 
NaCl) containing 3% bovine serum albumin (BSA), and incubated with primary antibody 
overnight at 4 °C. A step of washing PVDF membranes four times in TBS buffer (20 mM 
Tris-HCl (pH 7.4),150 mM NaCl) containing 0.1% Tween is done. Immunoreactive bands 
were revealed following 1 hour incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit or anti-mouse antibodies, and the signals were visualized with an ECL detection 
system (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The primary antibodies used for this study 
were against ephrin-A2 1/500 (ab65041, abcam) or ß-actin 1/3000 (sc-69879, Santa Cruz 
Biothechnology).  
 
Statistical analysis 
All statistical analyzes was done using Student's t-test and Chi-square test with Graphpad 
Prism software. P < 0.05 was considered statistically significant. 
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Results 
CD133 is a TIC marker in neuroblastoma 
In order to evaluate the tumor-initiating properties of CD133high cell population, the cells 
were selected using CD133 magnetic beads prior to being assessed for neurospheres and 
colony forming assays which are known to successfully discriminate TICs from the bulk of 
tumor cells. As shown in Fig.1A, CD133high cells formed significantly higher neurospheres 
than their counterpart CD133low for NB-10 (p=0.0106), SK-N-DZ (p=0.0001) and SK-N-FI 
(p=0.0029). In addition, neurospheres coming from CD133high cells could be maintained for 
several serial passages, suggesting that they are capable of self-renewal (data not shown). 
The neurospheres coming from CD133low cells have rapidly degenerated. Similarly, 
CD133high population formed significantly more frequent colonies in soft agar than 
CD133low population in SK-N-DZ (p=0.0102), SK-N-SH (p=0.0283), NB-10 (p=0.0458) 
and IGR-N91 (p=0.0041) (Fig.1B). No size difference was reported. These results indicate 
that CD133high show tumor-initiating features in vitro. 
At necropsy, large tumors were observed in 83.3% (5/6) of adrenal glands of the NSG mice 
injected orthotopically with 500 CD133high cells (Fig.2A and B, Table 1).  The concomitant 
histological and immunohistochemical analysis confirmed the presence of primary tumors 
(Fig.2D) and frequent metastases (lung 66.7% (4/6), liver 50% (3/6) and  bone marrow 
50% (3/6)) (Fig.2E-G, Table 1). Microscopic analysis showed that all tumors were 
comprised of sheets and cords of small undifferentiated cells which is typical of NB 
(Fig.2D). No sign of differentiation (neuropil, ganglion cell) was identifiable. CD56 
immunohistochemistry analysis confirmed the presence of micro metastasis (Fig.2G).   On 
the other hand, mice injected with 500 CD133low cells revealed no primary tumors or 
metastases (Fig.2C).  
 
Differential genotypic analysis of NB cells expressing CD133 
To determine whether CD133high NB TICs exhibit genetic characteristics distinct from the 
CD133low cells, we performed genotypic analyzes on these two populations using the 
Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0. Genetic differences between CD133high 
and CD133low cells were reported in at least 50% of NB cells lines (Fig.3A and B and 
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Fig.4A and B). As shown in Fig.3, chromosomes 16 (16p13.3) and 19 (19p13.3 and 
19q13.33) of the CD133high NB cells, but not their counterpart CD133low, exhibited small 
regions of 18 to 176 Kbp of segmental chromosomal gains (regions A to F). Interestingly, 
segmental chromosomal gains observed in CD133high NB TICs contained genes encoding 
for proteins involved in neurogenesis and neuron physiology (C1QTNF8 (Peterson et al. 
2009), CACNA1H (Asaga et al., 2006; Chemin et al., 2004; Gackière et al., 2008; Lehtinen 
et al. 2011), MIDN (Tsukahara et al., 2000; Zielak et al., 2008), CIRBP (Artero-Castro et 
al., 2009; Lleonart, 2010; Nishiyama et al., 1997; Saito et al., 2010; Zeng et al., 2009) and 
EFNA2 (Aasheim et al., 1998; Feng et al., 2010; Fox and Kandpal, 2004; Genander and 
Frisén, 2010), and others that encode for proteins involved in inflammatory diseases TPSB2 
(Trivedi et al., 2009), TPSAB1 (Fukuoka and Schwartz, 2007) and TPSD1(Wang et al., 
2002). We also observed two genes that are involved in DNA damage repair (GAMT 
(Hansel et al., 2004; Ide et al., 2009) and PNKP (Freschauf et al., 2009)). Other genes have 
been observed in CD133high NB TICs that encode for protein functions, such as hormone 
secretion (SSTR5) (de Sá et al., 2006), tumor suppressor (STK11 or named LKB1) 
(Fernandez et al., 2004), ATP synthesis (ATP5D) (Chu and Peters, 2008), electron transfer 
(NDUFS7) (Pagniez-Mammeri et al., 2009), protein transport (AP2A1) (Nakatsu and Ohno, 
2003), embryonic development (FUZ) (Heydeck et al., 2009), regulation of retinoic acid 
(MED25) (Youn et al., 2011) and cell proliferation (PTOV1) (Fernández et al., 2011) 
(Table 2). 
Moreover, our genotypic analysis revealed the presence of two chromosomal regions 
showing LOH only in the CD133low population. As shown in Fig.4, chromosomes 16 
(16q12.1) and 21 (21q21.3) of the CD133low NB cells demonstrated regions of 1 958 and 
507 Kbp of segmental chromosomal LOH (regions G and H). It is interesting to note that 
segmental chromosomal LOH observed in CD133low NB cells contained genes encoding 
for proteins involved in cell cycle progression and DNA replication (SHCBP1 (Schmandt et 
al., 1999), ORC6 (Killian et al., 2004; Prasanth et al., 2002), USP16 (Joo et al., 2007) and 
CCT8 (Mukherjee et al., 2010), other proteins involved in drug resistance, such as ABCC11 
and ABCC12 (Bortfeld et al., 2006; Guo et al., 2009) and in gluconeogenesis (GPT2 
(Glinghammar et al., 2009) and PHKB (Pallen, 2003)). Other genes that have been 
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characterized in CD133low NB cells encode for protein functions, such as transport of 
sortilin (VPS35) (Kim et al., 2010), sarcomere assembly (MYLK3) (Min et al., 2010), co-
chaperone (DNAJA2) (Walker et al., 2010), neurogenesis (NETO2) (Calicchio et al., 2009), 
quality of proteins (LONP2) (Minami et al., 2011), cell-cell interactions (ITFG1) (Banères 
et al., 2000) and cancer progression (SIAH1) (Liu et al., 2008; Matsuo et al., 2003; Wen et 
al., 2010) (Table 3). 
Correlation between the genetic abnormalities found in CD133 cells and the patient’s 
tumors  
The clinical features of the patients are described in Table 4. Among the 36 tumors studied, 
9 (25%) presented a gain of 19p13, 6 (17%) a gain of 19q13, 15 (41.6%) a gain of 16p13 
and 17 (47%) a LOH of 16q12. No significant correlation was found between these genetic 
abnormalities and clinical prognosis factors (Age at diagnosis, INSS stage, survival). 
Among the 26 tumors studied in TMA, 9 (34%) contained cells which had a membranous 
expression of CD133. There was significant correlation between the presence of a gain of 
16p13 and the expression of CD133 (p=0.048). Moreover, the absence of CD133 in the 
tumor was significantly correlated with the presence of LOH 16q12 (p=0.01).  
Differential expression of EFNA2 protein  
Among all genes with abnormalities found in the genotyping analysis, EFNA2 present a 
great interest because it is commonly expressed in adult stem and neural stem/progenitor 
cells and its expression is frequently modified in tumors when compared to the tissue of 
origin (Genander and Frisén, 2010). Also, we observed a correlation between CD133 and 
EFNA2 expressions in two selected NB cell lines (SK-N-DZ and N91) (Fig.5) which 
presented a gain of this gene in genotype analysis. 
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Discussion 
Results presented in this study demonstrate that NB cells expressing CD133 exhibit 
stemness and TICs properties. The first observation indicating this fact is the formation of 
neurospheres in the CD133high cell population. Actually, there was a significant increase in 
the number of neurospheres formed as compared to their counterpart CD133low. 
Neurospheres forming assay has been widely used in numerous studies to identify adult 
stem cells and TICs in vitro. It was shown that TICs from glioblastomas proliferate on non-
adherent surfaces and therefore generate neurospheres-like spherical cellular aggregates (Li 
et al. 2011). It has also been demonstrated that these neurospheres have the capacity of self-
renewal (Seaberg and van der Kooy, 2003). Moreover, neurospheres formed by CD133high 
NB cells are larger in size than those generated from CD133low, and can undergo serial cell 
passages suggesting that neurospheres formed by CD133high cells originate from stem cells; 
while smaller neurospheres CD133low may result from progenitor cells (Pastrana et al., 
2011). We also observed a significant increase of colonies originating from CD133high NB 
cells grown under anchorage-independent conditions. Anchorage-independent growth is 
considered one of the most rigorous tests to detect malignant cell transformation. 
Furthermore, we observed formation of tumors when as few as 500 CD133high SK-N-DZ 
cells were injected orthotopically into the adrenal gland, unlike their counterpart CD133low 
which formed no tumors. Our study is the first to demonstrate that orthotopic injection of as 
few as 500 CD133high TICs can develop into primary tumors and metastases to the lung, 
liver and bone marrow.  Several studies showing the behavior of TICs in 
xenotransplantation have been published in several human solid tumors, such as prostate, 
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colon, brain and neck, pancreas, lung, ovarian and bladder (Baiocchi et al., 2010). In 
addition, studies of TICs in xenografts using the CD133 marker to isolate the sub-
population have already been done for some solid tumors. For example, TICs isolated from 
glioblastoma induced the initiation of tumors in the NOD/SCID mice and could be 
retransplanted demonstrating their self-renewal (Singh et al., 2004). All of these 
observations are consistent with previous findings that linked CD133 to NB TICs 
(Schiapparelli et al., 2010; Takenobu et al., 2011). In our study, we used cell lines instead 
of primary tumors because in primary tumors, tumoral cells are frequently associated with 
stromal cells. These cells could also modify the results of genotype analysis. Indeed, it has 
been shown that normal elements found in these tumors can contaminate and misrepresent 
the determination of copy number variations and LOH (Volchenboum et al., 2009). 
A differential genotyping analysis was performed on the entire genome in order to have a 
global view on the genetic alterations found in CD133high and CD133low populations. We 
first observed small regions of segmental chromosomal gains on 16p13.3, 19p13.3 and 
19q13.33 in CD133high population that were not observed in CD133low. These abnormalities 
were infrequent in patient’s tumor with respectively 41.6%, 25% and 17% of them 
presenting these gains. Interestingly, the presence of CD133 in tumors was significantly 
correlated with gain of 16p13.3. In a study with 10K SNP arrays, concerning 22 patients 
with high-risk neuroblastoma, a gain of 19p was found in about 5 % of cases (George et al. 
2007). Among the genes included in these regions, those encoding for the cold-inducible 
mRNA binding protein and ephrin-A2 (CIRBP and EFNA2, respectively) are of great 
interest regarding the tumor-initiating properties of CD133high NB cells. Indeed, it has been 
demonstrated that stimulation of CIRBP prevented cell apoptosis (Saito et al., 2010). When 
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CIRBP is up-regulated, it activates the ERK1/2 signaling pathway which may critically 
contribute to tumorigenesis. CIRBP mRNA is also up-regulated by 36% in prostate and by 
35% in colon cancer patients (Artero-Castro et al., 2009). Moreover, CIRBP is involved in 
angiogenesis by its increasing levels during hypoxic conditions in a manner similar to that 
of vascular endothelial growth factor (VEGF), which is a well-known HIF-1 target 
(Lleonart, 2010). Another team demonstrated that down-regulation of CIRBP in prostate 
cancer cells modifies the survival of cancer cell by enhancing chemosensitivity (Zeng et al., 
2009). Hence, up-regulation of CIRBP in CD133high NB cells may contribute to their 
tumor-initiating features by promoting NB growth and resistance to chemotherapy. 
EFNA2, which is an Ephrin receptor/Ephrin family that is related to neural development, is 
the second interesting gene that may play a role in cancer development (Davenport et al. 
1998). Recently, it has been shown that EFNA2 mRNA is up-regulated in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and in some breast cancer cell lines, suggesting that it may likely play a 
role in tumor formation and invasiveness (Feng et al., 2010; Fox and Kandpal 2004). It has 
been shown that Ephrins and their receptors are commonly expressed in adult stem cell but 
also in neural stem/progenitor cells and moreover they are promoting tumorigenesis 
(Genander and Frisén, 2010). In our study, we demonstrated that the expression of EFNA2 
protein was correlated with expression of CD133 in agreement with the gain of its gene 
expression detected by genotype analysis in CD133high cells. Based on these findings, it is 
tempting to speculate that this Ephrin could be favorable to the survival and tumorigenicity 
of NB TICs, since our data indicate a gain EFNA2. 
Our analysis also highlighted the presence of LOH (16q12.1 and 21q21.3) only in CD133low 
population. Moreover the LOH 16q12 seem to be frequent in patient’s tumors (47%) and 
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was significantly correlated to the absence of CD133. In patients or in cell lines, LOH 
16q were described in rare NB (George et al. 2007; Carr et al., 2007). The origin 
recognition complex subunit 6 (ORC6), which is involved in multiple aspects of the cell 
division cycle, has been shown to alter chromosomal segregation in experimental models 
and could therefore contribute to the aneuploidy observed in tumors (Prasanth et al., 2002). 
In addition, ORC6 was involved in ribosome biogenesis and their alteration may directly 
cause chromosomal instability which contributes to malignant transformation and tumoral 
progression by promoting oncogene activation (Killian et al., 2004) (Lengauer et al., 1998). 
Moreover, ORC6 down regulation sensitizes colon cancer cells to both 5-Fluorouracil and 
cisplatin treatments (Gavin et al., 2008). This LOH observed in CD133low population can 
explain the chemosensitivity of the tumor bulk cells compared to the more resistant TICs. 
Furthermore, LOH of the ATP binding cassette (ABC) transporters, which were shown to 
be involved in the multidrug resistant phenotype of cancer cells, was also observed 
providing an understanding for the decreased resistance of the NB bulk cells compared to 
TICs during chemotherapy treatments (Borst et al. 1999). The only genomic study on 
CD133high cell lines was done on colorectal cancer cells.  The study used array comparative 
genomic hybridization (aCGH) to highlight differential expression of 96 genes between 
CD133high and CD133low populations (Gaiser et al., 2011). 
Overall, our results indicate that NB cells expressing the surface marker CD133 show 
tumor-initiating properties. Interestingly, these NB TICs harbor a different genetic profile 
than the bulk of tumor cells in NB cell lines and in NB tumors. The genotypic 
characterization of these TICs should help in the identification of new targets in particular 
EFNA2 for the development of more efficient therapies in the treatment of NB.
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Table and Figure 
Table 1: Orthotopic transplantation in NOD/SCID/IL2Rγc-null mice. 
      
  
Number of 
engrafted cells Primary Lung  Liver 
Bone 
marrow 
  tumor metastases metastases metastases 
CD133low 500 0/5 0/5 0/5 0/5 
CD133high 500 5/6  4/6  3/6  3/6 
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Table 2: Gain of genes in NB’s cell lines CD133high population. 
Regions  Symbol Gene name Function 
16p13.3       
  LOC146336 unknown Unknown 
 SSTR5 Somatostatin receptor 5  Control of insulin and glucagon secretions,  
   hormone secretion and cell proliferation 
 C1QTNF8 C1q and tumor necrosis factor  Immune, endocrine, skeletal, neuronal,  
  related protein 8  reproductive, sensory, and vascular systems 
 CACNA1H Calcium channel, voltage-dependent, Extension of neurites during the neuroendocrine  
   T type, alpha 1H subunit  differenciation, exocytosis in acrosomal reaction  
   or synaptic transmissions in neurons or 
   chromaffin cells 
 TPSB2 Tryptase beta 2  Involved in the pathogenesis of airway  
   inflammation 
 TPSAB1 Tryptase alpha/beta 1  Involved in the pathogenesis of airway  
   inflammation 
 
Region  A 
TPSD1 Tryptase delta 1  Implicated in the development of a number of  
    inflammatory diseases including asthma 
19p13.3       
 Region  B STK11 Serine/threonine kinase 11 Cell polarity, tumor suppressor,  
   or named LKB11 Peutz-Jeghers syndrome, activate autophagy 
 Region  C C19orf26 Chromosome 19 open reading frame 26  Unknown 
  ATP5D ATP synthase, H+ transporting,  Involved in ATP synthesis 
   mitochondrial F1 complex, delta subunit  
 Region  D MIDN Midnolin  Control of development via regulation mRNA  
    transport in cells, involved in regulation of genes  
    related to neurogenesis in the nucleus 
  C19orf23 Chromosome 19 open reading frame 23  Unknown 
  CIRBP Cold-inducible mRNA binding protein  Stress response, plays the role of a survival factor 
    in neural stem cells, protects cell against  
    apoptosis, tumorigenesis, angiogenesis, 
    protein synthesis, cell proliferation 
  EFNA2 Ephrin-A2  Control a diverse array of cell-cell interactions in  
    the nervous and vascular systems, tumorigenesis 
 Region  E NDUFS7 NADH dehydrogenase (ubiquinone)  Role in electron transfer and proton translocation, 
   Fe-S protein  involved Tin the formation of the N2 (4Fe-4S) 
    iron-sulfur cluster, associate to Leigh syndrome 
  GAMT Guanidinoacetate N-methyltransferase  DNA damage repair, creatine biosynthesis, 
    involved in p53-dependent apoptosis  
19q13.33      
 Region  F AP2A1 Adaptor-related protein complex 2, Involved in the formation of clathrin-coated 
   alpha 1 subunit  vesicles, mediated endocytosis from the 
    plasma membrane 
  FUZ Fuzzy homolog  Role in cilia formation, Hedgehog (Hh) signal  
    transduction and embryonic development 
    in mammals 
  MED25 Mediator complex subunit 25  Regulates transcrptional activity retinoic acid 
    receptor and role in xenobiotic metabolism 
    and lipid homeostasis 
  PTOV1 Prostate tumor overexpressed 1  Increased cancer proliferation in vivo and in vitro 
    and associated to aggressive human carcinomas  
   PNKP Polynucleotide kinase 3'-phosphatase  Repair of DNA strand breaks 
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Table 3: LOH in NB’s cell lines CD133low population.  
      
Regions  Symbol  Gene name Functions 
16q12.1       
  ABCC11 ATP-binding cassette, sub-family C  Role in drugs resistance and enhance cellular  
  (CFTR/MRP), member 11  efflux of cyclic nucleotides 
 ABCC12 ATP-binding cassette, sub-family C Role in drugs resistance and probable transporter 
  (CFTR/MRP), member 12   
 SHCBP1 Shc SH2-domain binding protein 1 Cell cycle progression 
 VPS35 Vacuolar protein sorting 35 homolog  Implicated in the transport of sortilin from  
   endosomes to the trans-Golgi network and 
   mediates vesicle transport between the 
   mitochondria and peroxisomes 
 ORC6  Origin recognition complex, subunit 6 Involved in DNA replication, chromosome  
   segregation and cytokinesis and involved in  
   ribosome biogenesis  
 MYLK3 Myosin light chain kinase 3  Role in sarcomere assembly via phosphorylation 
   of myosin regulatory light chain 2V 
 C16orf87 Chromosome 16 open reading frame 87  unknown 
 GPT2 Glutamic pyruvate transaminase 2 Contributes to gluconeogenesis and amino  
   acid metabolism 
 DNAJA2 DnaJ homolog, subfamily A, member 2  Co-chaperone of Hsc70 and modulates G protein  
   signaling  
 NETO2 Neuropilin and tolloid-like 2  Involved in neural and vascular patterning 
 ITFG1 Integrin alpha FG-GAP repeat containing 1  
Role in cell-cell and cell extracellular matrix (EM) 
interactions 
 PHKB Phosphorylase kinase, beta  Involved in the regulation of glycogen breakdown 
 LONP2 lon peptidase 2, peroxisomal  Role in the quality control of proteins in cells 
 
Region  G  
SIAH1 Seven in absentia homolog 1 Role in cancer progression, DNA damage reponse 
     and apoptosis 
21q21.3     
  USP16 Ubiquitin specific peptidase 16  Regulates gene expression in G1/S phase and  
   facilitates cell cycle M-phase progression 
 CCT8 Chaperonin containing T-complex Role in folding the cytoskeleton proteins actin 
  polypeptide 1, subunit 8  and tubulin 
  
Region  H  
C21orf7 Chromosome 21 open reading frame 7  unknown 
        
 
 
  
72
Table 4: Clinical features of the 36 NB cases studied with SNP analysis 
 
Characteristics of the 
cases Number (%) 
Total number 36 (100) 
Gender  
Male 20 (55.6) 
Female 16 (44.4) 
Age at diagnosis  
Median age in months 29 
> 18 months 17 (47.2) 
< 18 months 19 (52.8) 
Clinical stage (INSS)  
1 5 (13.9) 
2 7 (19.4) 
3 5 (13.9) 
4 16 (44.4) 
4S 3 (8.3) 
Survival in 2010  
Dead 12 (33.3) 
Alive 24 (66.7) 
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Figure legends 
Fig.1. Stem-like phenotype of CD133high NB cell. CD133high and CD133low cells were 
isolated from NB-10, SK-N-SH, SK-N-DZ, SK-N-FI and IGR-N91. (A) Neurospheres 
assays were performed with 2.5x104 selected NB cells. (B) Soft agar assays were realized 
using 5x103 selected NB cells.  
 
Fig.2. Tumor-initiating potential of CD133high NB cells. (A), Adrenal gland of an NSG 
mouse injected with 500 CD133low cells. (B), Adrenal gland tumor of an NSG mouse 
injected with 500 CD133high cells also invading the abdominal cavity. (C) Photomicrograph 
of a normal adrenal gland injected with 500 CD133low cells (medulla (M) and cortex (C)) 
(hematoxylin, Phloxine and saffron (HPS), X25), (D) High resolution of the adrenal gland 
tumor of the mouse injected with 500 CD133high cells. Mitoses (arrows) were frequent 
(HPS, X200). (E) Liver metastases were composed of isolated or small sheets of tumoral 
cells (arrows) frequently found in blood vessel (BV) (HPS, X400). (F) The same pathology 
is found in the lung, where we observe isolated tumoral cells in vessel (arrows) (HPS, 
X400). (G) By immunohistochemical staining of CD56, positive reaction was found only 
on the cell surface of metastatic tumoral cells (immunohistochemistry, CD56, X 400) 
 
Fig.3. Segmental chromosomal gains in CD133high NB cells. Black bars illustrate the gain 
region; the positions of the anomalies are indicated in base pairs. (A) Gains on chromosome 
16p13.3. (B) Gains on chromosome 19p13.3. 
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Fig.4. Segmental chromosomal LOH in CD133low NB cells. Black bars illustrate the 
LOH region; the positions of the anomalies are indicated in base pairs. (A) LOH on 
chromosome 16q12.1. (B) LOH on chromosome 21q21.3. 
Fig.5. Correlation between CD133 and EFNA2 expressions.  
CD133low and CD133high cells were sorted by FACS from SK-N-DZ an N91 cell lines. 
Western blotting demonstrated a correlation between the level of expression of CD133 and 
of EFNA2. ID: Identification. 
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Supplemental Data 
Table 1: Classical DNA abnormalities found in NB in our 6 cell lines determined by SNP 
genotyping. 
 
 
 
 
  1p36 LOH 11q23 LOH MYCN amplification 17q gain 
SK-N-DZ Yes Yes Yes Yes 
SK-N-FI No Yes No Yes 
SK-N-SH Yes No No Yes 
NB10 Yes No Yes Yes 
N91 Yes No Yes No 
NB8 Yes No Yes No 
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Résultats 
Chapitre 7 
 7.1 Résultats de l’article p. 41 à 80 
7.2 Corrélation et implication d’éphrine-A2 dans le développement des 
TICs exprimant CD133  
7.2.1 Expression différentielle d’éphrine-A2 dans les tumeurs de NB 
CD133high 
Puisque nous avons démontré dans l’article que les cellules enrichies en CD133 ont 
des vertus de TICs et que le gain génique d’EFNA2 est retrouvé dans 50% des lignées 
cellulaires de NB suite à l’analyse du génome avec les SNPs, nous avons voulu vérifier 
l’expression protéique de ce gène d’intérêt. L’extraction protéique de 6 tumeurs de NB, qui 
ont été choisies en fonction de leur expression en CD133 (3 tumeurs CD133low et 3 tumeurs 
CD133high) et de deux lignées cellulaires préalablement triées avec l’anticorps CD133 par 
cytométrie de flux, a été effectuée afin de vérifier l’expression protéique d’éphrine-A2 dans 
chacun des échantillons. Selon la figure 8A, les résultats ont montré que les 3 tumeurs 
exprimant fortement CD133 (CD133high) ont une expression augmentée d’éphrine-A2 
comparativement aux 3 autres qui expriment peu ou pas CD133 (CD133low). Le même 
résultat est obtenu à la figure 8B dans les lignées cellulaires SK-N-DZ et N91 (CD133low et 
CD133high). Donc, l’expression d’éphrine-A2 semble corrélée avec celle de CD133 dans les 
tumeurs et les lignées cellulaires de NB. 
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Figure 8 . Expression d’éphrine-A2 augmentée dans les tumeurs et les lignées 
cellulaires de NB enrichies en CD133. (A) Six tumeurs de stades 3 et 4 (INSS) (1-3 
tumeurs CD133low et 4-6 tumeurs CD133high) ont été choisies. (B) Les populations 
cellulaires CD133low et CD133high ont été sélectionnées de SK-N-DZ et N91. Les niveaux 
d’expression d’éphrine-A2 et de la CD133 ont été déterminés par Western Blot. ID : 
Immunodétection. 
 
7.2.2 Influence de l’éphrine-A2 sur la taille des neurosphères des cellules de 
neuroblastome 
Nous avons voulu vérifier l’impact de l’anticorps éphrine-A2 lorsque celui-ci est 
ajouté dans un milieu contenant des neurosphères (NS) formées à partir de lignées 
cellulaires de NB. Par conséquent, des concentrations croissantes d’anticorps éphrine-A2 
ont été ajoutées au milieu contenant des NS et celles-ci ont été observées et photographiées 
après 7 jours. Les NS ont été également comptées, mesurées avec le logiciel Image-Pro 
Plus 7.0. Les résultats ont été analysés par le test statistique ANOVA-bidirectionnel. Selon 
la figure 9A, les données obtenues montrent que le nombre de grandes NS diminue avec 
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l’augmentation de la concentration d’anticorps bloquant anti-éphrine-A2, tandis que le 
nombre de NS de petites et de moyennes tailles se trouve augmenté. Selon le test statistique 
réalisé à la figure 9B, nous observons un effet significatif dans la comparaison de la taille 
de NS lors de l’ajout des concentrations 3 et 5 µg/mL d’anti-éphrine-A2 au milieu. À une 
concentration de 1 µg/mL d’anti-éphrine-A2, ce n’est pas significatif. En ce qui concerne le 
nombre total de NS, il ne varie pas avec les concentrations croissantes d’anti-éphrine-A2. 
 
 
 
Figure 9 . Effet de l’anti-éphrine-A2 sur la taille des neurosphères. (A) La formation 
des neurosphères a été analysée sur 3x103 cellules/puits supplémentées avec des 
concentrations croissantes (1, 3 et 5 µg/mL) d’anticorps anti-éphrine-A2. Les neurosphères 
ont été photographiées avec une caméra Olympus Q Color 3. (B) La taille des neurosphères 
formées a été mesurée en pixels avec le logiciel Image-Pro Plus 7.0. Les analyses 
statistiques ont été faites avec le test ANOVA-bidirectionnel (logiciel Graphpad Prism). 
*** : p < 0.001 petites NS vs grandes NS; $ : p < 0.05 moyennes NS vs grandes NS; # : p < 
0.05 grandes NS vs total; NS : neurosphères. 
  
Discussion 
Le NB se caractérise par une grande hétérogénéité par son comportement clinique, 
allant d’une évolution défavorable de la tumeur malgré l’intensité thérapeutique à une 
guérison spontanée même si la tumeur s’accompagne d’une dissémination métastatique 21, 
105. La stratification selon le risque du NB d’après certains critères (INSS, âge du patient et 
facteurs histologiques et génétiques) a permis de mieux associer un traitement adéquat afin 
d’enrayer la tumeur, mais une grande proportion de NB, soit 40%, demeure encore 
résistante aux traitements et est potentiellement mortelle 13. La découverte de facteurs 
pronostics génétiques, qui a permis une meilleure orientation dans le traitement du NB, fait 
maintenant partie des données essentielles lors du diagnostic de cette tumeur. De plus, la 
résistance du NB face aux diverses thérapeutiques et les marqueurs identifiés à la surface 
correspondant à une sous-population cellulaire laissent supposer que la théorie des TICs est 
applicable à la tumeur. L’analyse génotypique de cette sous-population à l’intérieur du NB 
permettant la découverte de nouvelles anomalies génétiques spécifiques qui représente des 
cibles potentielles dans le traitement de ce cancer 3.  
De nombreux progrès dans la compréhension de plusieurs fonctionnalités clés des 
TICs, tels que la notion de niche, l’identification de signaux régulant le phénomène 
d’adressage ou «homing» et la compréhension partielle des mécanismes contrôlant l’auto-
renouvellement et la différenciation, ont été réalisés. Ces innovations ont produit des outils 
pour le développement de protocoles de thérapie cellulaire qui ont donné des résultats 
positifs dans les modèles précliniques 107. 
 
De nombreuses études ont mis en évidence la présence d’une petite population 
cellulaire à l’intérieur du NB qui possède des propriétés similaires à celles que possèdent 
les TICs 82, 83, 108, 109. De plus, l’un des marqueurs utilisés afin d’isoler cette population 
cellulaire, la CD133, a été trouvé dans plusieurs tumeurs. En effet, il a été montré in vivo 
que la fraction cellulaire isolée exprimant la CD133 dans les tumeurs cérébrales a la 
propriété d’initier la formation de tumeurs dans le cerveau du modèle murin 
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immunodéficient (NOD/SCID : non-obese diabetic, severe combined immunodeficient). 
Ainsi, l’injection de seulement 100 cellules CD133high a permis le développement tumoral, 
alors que l’injection de 105 cellules CD133low n’engendre aucune tumeur 110.  Il en est de 
même pour le glioblastome où les cellules CD133 positives ont, elles aussi, des vertus de 
cellules souches 111. 
 
Dans notre étude, nous avons isolé les cellules qui exprimaient à leur surface 
cellulaire la protéine CD133 dans six lignées cellulaires (SK-N-DZ, SK-N-FI, SK-N-SH, 
NB10, NB8 et N91) de NB. Ensuite, nous avons observé une augmentation significative du 
nombre de neurosphères (NS) formées dans trois lignées cellulaires (NB10, SK-N-DZ et 
SK-N-FI) contenant la population CD133high comparativement à celle CD133low. Dans la 
littérature, la formation de NS a été  largement utilisée pour identifier les cellules souches 
in vitro. La séparation des TICs dans le SNC a été réalisée avec des marqueurs antigéniques 
et en exploitant les conditions de culture in vitro développées pour les cellules souches 
neuronales normales 111. En 1992, il a été démontré pour la première fois que les cellules du 
SNC qui prolifèrent sur des surfaces non adhérentes engendrent la formation des NS 
ressemblant à des agrégats sphériques cellulaires 112, 113. Ces NS ont la capacité de générer 
les différents constituants cellulaires du cerveau comme les neurones, les astrocytes et les 
oligodendrocytes. En plus, elles peuvent à plusieurs reprises êtres séparées en cellules 
individuelles; une fraction de ces cellules pourra régénérer de nouvelles NS, ce qui leur 
confère une propriété d’auto-renouvellement 114. 
 
Une seconde observation concernant nos résultats obtenus par les NS est à noter : la 
taille. Parmi les trois lignées cellulaires qui ont formé des NS, seule NB10 a formé un 
nombre peu élevé de NS dans la population CD133low comparativement à sa population 
CD133high. On a observé une différence dans la taille des NS qui était plus grande dans la 
population CD133high. Selon la littérature, une hétérogénéité existe dans la taille des NS et 
il a été relaté que la taille indique la nature du clone fondateur, puisque chaque NS dérive 
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d’une cellule. Ce fait est confondu par des critères non uniformes concernant la 
quantification des NS à mesurer. La théorie concernant les NS suggère que les cellules 
souches engendrent des NS plus larges que celles provenant de cellules progénitrices. Il a 
également été rapporté que seules les NS larges peuvent subir des passages cellulaires 
contrairement à celles plus petites. Cependant une autre hypothèse suggère que les petites 
NS pourraient être le résultat d’une diminution de l’auto-renouvellement ou de la réponse 
altérée aux facteurs de croissance 115. Donc, les paramètres controversés de la formation des 
NS ne permettent pas d’affirmer que cet essai tranche définitivement dans l’indentification 
des TICs. Il doit être accompagné d’essais différents supplémentaires comme des essais sur 
la formation de colonies en agar mou (essais in vitro) et la formation de tumeurs et 
métastases dans un modèle murin (essais in vivo). 
 
Le second résultat obtenu suite à l’isolement des cellules exprimant la protéine 
CD133 est celui concernant la formation de colonies indépendantes d’ancrage. Nos 
résultats indiquent une augmentation significative du nombre de colonies à l’intérieur de la 
population CD133high dans quatre lignées cellulaires (SK-N-DZ, SK-N-SH, NB10 et N91). 
Les colonies formées en agar mou démontrent que les cellules sont capables de proliférer 
indépendamment de l’ancrage. Développée en 1977, la méthode de l’agar mou a servi à 
démontrer la présence des TICs provenant des tumeurs humaines, puisque les TICs ont la 
propriété de croître sans ancrage. Les colonies formées provenant de TICs ont été observées 
dans différents types de cancer 78. Il a été démontré que les colonies provenant de TICs 
ovariens et de myélomes formées en agar mou avaient une plus grande résistance aux 
médicaments anticancéreux 116. 
 
Aussi, la taille des colonies de la population CD133high que nous avons observées 
n’est pas aussi large que le montrent certaines études sur les TICs de diverses tumeurs dans 
l’agar mou. Il est à noter que les colonies n'ont pas les mêmes caractéristiques de croissance 
et de morphologie puisqu’elles diffèrent d’un type tumoral à l’autre 78. Cependant, afin de 
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démontrer réellement que les cellules exprimant la CD133 possèdent des vertus de TICs, 
des essais in vivo doivent être effectués afin d’établir si les caractéristiques concordent 
toujours avec celles de la sous population observée dans le NB. 
 
Dans notre recherche, le fait que ce ne sont pas toutes les lignées cellulaires qui ont 
formé des NS ou des colonies en agar mou est important d’être souligné. Nous pensons que 
suite à plusieurs passages effectués sur les lignées cellulaires, il y aurait une accumulation 
de mutations ainsi qu’une sélection clonale qui, progressivement, vont s’adapter à 
l'environnement des cellules qui est non physiologique 117. Par conséquent, les TICs et leurs 
propriétés pourraient être perdues.  
 
Les résultats que nous avons accumulés suite aux essais in vivo dans le modèle 
murin NOD/SCID-γc a permis d’observer la formation d’une tumeur lorsque 500 cellules 
SK-N-DZ de la population CD133high sont injectées orthotopiquement dans la médullo-
surrénale (principale localisation du NB) tandis que l’injection du même nombre de cellules 
provenant de la population CD133low n’induit pas de tumeur. Ces résultats concordent avec 
la théorie d’auto-renouvellement des TICs. Une de leurs capacités est d’initier des tumeurs 
in vivo en synthétisant toutes les populations tumorales différentiées correspondant à la 
tumeur primaire et peut être ensuite retransplantées sans  perte du potentiel tumorigénique.  
Les TICs humaines peuvent donc initier des tumeurs chez les modèles animaux 
immunodéficients 117. D’ailleurs, la première évidence des TICs dans les leucémies 
myéloïdes aigues a été montrée par des expériences de transplantation dans un modèle 
murin immunodéficient (SCID) en 1994. L’équipe a démontré que la leucémie est 
transférée à l’hôte par les cellules CD34+ et non par celles CD34- 118. Cependant, les études 
sur les TICs dans les tumeurs solides ont été retardées à cause des difficultés techniques 
rencontrées, telles que la dissociation des tissus et la séparation des sous populations 
cellulaires dû à une mauvaise connaissance des marqueurs membranaires 117. 
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En 2003, une équipe a montré que les TICs provenant du cancer du sein étaient 
capables d’induire des tumeurs in vivo. En effet, quelques 100 cellules transplantées ayant 
le phénotype CD44+/CD24- induisaient la formation de tumeurs dans un modèle murin 
alors que des dizaines de milliers de cellules avec un phénotype différent de celui 
mentionné n’ont pas réussi à former des tumeurs 119. Maintenant, plusieurs études 
démontrant le comportement des TICs dans les xénogreffes ont été publiées dans plusieurs 
tumeurs solides humaines, comme celles de la prostate, du colon, du cerveau et cou, du 
pancréas, des poumons, des ovaires et de la vessie 117. 
 
Les études des TICs dans les xénogreffes utilisant le marqueur CD133 pour isoler la 
sous population ont déjà été effectuées dans certaines tumeurs solides. Mentionnée au début 
de la discussion, une étude a montré que les TICs provenant du glioblastome isolées par la 
glycoprotéine en question ont permis de développer un essai de xénogreffe. Seules les 
cellules CD133+ pouvaient induire l’initiation de tumeurs dans le modèle murin 
NOD/SCID et pouvaient êtres retransplantées 110. Outre cette étude, les TICs provenant du 
colon ayant été aussi isolées par le marqueur CD133 ont montré qu’elles peuvent se 
maintenir, et se différencier ainsi que rétablir l'hétérogénéité tumorale après une 
transplantation en série 120. Cependant, de récents travaux ont émis un certain 
questionnement concernant l’utilisation de CD133 comme un marqueur des TICs. Une 
équipe a montré que les deux populations, soit CD133+ et CD133-, montraient des 
métastases ayant une tumorigenèse à long terme dans les souris NOD/SCID. Pour le 
moment, il n’y a pas d’explications convaincantes à cette controverse 121. 
 
La modulation fonctionnelle des xénogreffes selon le site de greffe des TICs peut 
être attendue. Des études comparatives sur le développement des TICs entre les sites 
orthotopiques et ceux hétérotopiques sont disponibles sur quelques tumeurs seulement. Par 
exemple, les TICs ovariens de phénotype CD44+/CD117+ (c-kit) greffées en sous-cutanée et 
par voie intrapéritonéale génèrent des tumeurs montrant aucune différence histologique 
importante 122. Des greffes orthotopiques de TICs provenant du colon ont également été 
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injectées. Suite aux analyses histologiques des tumeurs, elles ne présentaient pas de 
différence évidente dans l'organisation de la tumeur; mais les greffes du colon ont 
rapidement donné des métastases hépatiques, ce qui n’a jamais été observé dans les 
injections sous-cutanées 117. Également, des métastases formées à la rate, aux poumons et 
au foie ont été observées dans les greffes orthotopiques de TICs prostatiques (CD44+) 
contrairement à celles hétérotopiques 123. Donc, il existe une différence significative entre 
les greffes orthotopiques et celles hétérotopiques. La première est capable de récapituler 
l’ensemble de la cascade métastatique, ce qui s’applique aux TICs. Par contre, les gestes 
expérimentaux reliés à cette technique requièrent une très grande précision 117. 
 
Les modèles murins associés aux greffes orthotopiques reproduisent les 
caractéristiques moléculaires et histologiques les plus près de celles retrouvées dans la 
tumeur originale du patient. Par contre, il est important de comparer les résultats obtenus in 
vivo à ceux in vitro, puisque il faut conjuguer les avantages offerts par les lignées 
cellulaires avec ceux offerts provenant des cellules tumorales primaires. Ces deux 
techniques expérimentales vont permettre de se rapprocher le plus près possible des 
conditions à l’intérieur de laquelle se situe la tumeur. 
 
Avec toutes les données que nous avons cumulées avec des essais in vitro et in vivo, 
nous avons démontré que les cellules exprimant la CD133 à leur surface cellulaire ont des 
propriétés de TICs. Ces observations concordent avec la littérature qui associe la CD133 au 
TICs du NB. Il avait été montré en 2008 que la protéine transmembranaire CD133 était 
présente dans une proportion de 46,9% des 32 NB de patients. Les taux d’expression des 
stades 1-2, 3-4 et 4S étaient de 30,7%, 57,9% et 37,5% respectivement. De plus, il avait été 
montré que le temps de survie des patients n’ayant pas d’expression de CD133 sur leur NB 
était significativement plus long que ceux qui avaient une expression positive de CD133 
124.  
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Une étude récente réalisée en 2010 a démontré que les cellules de NB qui expriment 
la CD133 offrent une plus grande résistance aux agents chimiothérapeutiques communs 
utilisés. L’étude consiste à faire des essais de cytotoxicité avec quatre médicaments 
couramment utilisés dans le cancer (cisplatine, ectoposide, doxorubicine et carboplatine) 
sur deux lignées cellulaires de NB. Les cellules isolées par des microbilles magnétiques 
(CD133+) se trouvent être plus résistantes que les autres cellules (CD133-) lors de la mise 
en contact avec les médicaments. Ces avancées ont permis à l’équipe d’affirmer que ces 
cellules pourraient être une stratégie d’approche dans le développement de traitements plus 
efficaces dans le NB 125. Une autre étude a montré qu’après l’isolement des cellules de NB 
par la CD133, les cellules CD133+ augmentent la formation de tumeurs ainsi que leur taille 
dans un modèle murin comparativement à celles CD133- 126. Enfin, une autre étude faite en 
2010 a pu montrer que les cellules CD133+ répriment la différenciation cellulaire des NB, 
comme l’extension des neurites et l’expression de marqueurs de différenciation. L’équipe a 
montré que cette sous population accélère la prolifération cellulaire et engendre la 
formation de colonies indépendamment de l’ancrage. Elle a aussi montré que la CD133 
favorise la survie cellulaire dans la formation de NS et qu’avec des expériences in vivo, le 
marqueur initie de nouvelles tumeurs dans les souris 91. Donc, nos résultats convergent avec 
les expériences développées des dernières années et démontrent que la CD133 semble être 
un bon marqueur des TICs dans le NB. 
 
Suite à la vérification des propriétés des TICs des cellules de NB exprimant la 
CD133, nous avons effectué une étude génotypique différentielle sur le génome entier afin 
d’étudier les altérations génétiques pouvant avoir lieu dans les cellules CD133high et dans 
celles CD133low.  
 
Avant même la découverte des séquences du génome humain, il était évident que 
certains sites de variations génétiques pouvaient être utilisés comme marqueurs afin 
d’identifier des modèles de ségrégation des maladies. Cette approche a amené à 
l’identification d’un nombre de gènes impliqués dans de rares maladies monogéniques 127. 
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Maintenant que les séquences du génome humain ont été identifiées, le défi actuel est 
d’identifier des gènes impliqués dans les maladies polygéniques 128. Ainsi, les marqueurs 
de choix qui ont émergés des scans du génome entier et des études d’association sont les 
SNPs qui représentent le type le plus fréquent des variations dans le génome humain.  Ils 
fournissent des outils puissants pour une variété d’études génétiques en raison de leur 
abondance et de leur stabilité 129. 
 
Au début, des études associées à des familles et aux couples de jumeaux ont fourni 
la preuve que certains cancers étaient probablement d’origine génétique 130. L’analyse par 
les SNPs peut être alors utilisée comme outil de dépistage pour trouver ces nouvelles 
anomalies possiblement impliquées dans le diagnostic et/ou le pronostic ce, même si elles 
sont de petites tailles. Les études d’association au génome entier (GWAS : Genome-Wide 
Association Study) dans le cancer ont déjà identifié plus de 150 régions associées à une 
vingtaine de cancers spécifiques. Par exemple, pour ne nommer que cette étude-là, des 
analyses préliminaires réalisées en 2009 avec des SNPs dans le cancer du sein ont montré 
qu’un sous-ensemble de locus découverts peut être spécifique à la présence du récepteur à 
l’œstrogène alors que d’autres locus peuvent être corrélés à l’absence du récepteur à 
l’œstrogène. Cependant, de nouvelles études sont nécessaires afin d’inclure la nouvelle 
classification des cancers du sein basée sur les mirco-puces 131. Le défi des études 
génomiques dans le cancer est que chacune des régions confère une petite contribution à 
augmenter le risque d’apparition du cancer. Puisque le cancer est associé à de multiples 
anomalies, il est donc difficile de considérer toutes les SNPs comme un test clinique. Alors, 
il faudrait des analyses génotypiques supplémentaires afin d’archiver la susceptibilité des 
allèles suivies par la compréhension des interactions entre les régions génétiques ainsi que 
le rôle de l'environnement. Même si les SNPs fournissent des données très précises, soit en 
donnant la longueur et la localisation exactes des anomalies, il serait important que de 
nouvelles études soient faites afin de valider l’utilité des variants génétiques connus dans 
l’évaluation du risque du cancer ainsi que les résultats qui s’y rattachent 130. 
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Nous avons choisi de faire l’analyse génomique avec des SNPs, mais ce n’est pas la 
seule technique pouvant être utilisée lors de ce type d’analyse. En effet, déterminer les 
anomalies chromosomiques dans le NB est aussi important lorsqu’il est temps de mettre en 
évidence le pronostic de celui-ci. Actuellement, les techniques telles que l’hybridation in 
situ en fluorescence (FISH : Fluorescent In Situ Hybridization) et l’hybridation génomique 
comparative (CGH : Comparative genomic hybridization ) sont utilisées en clinique pour la 
détection des anomalies chromosomiques. D’ailleurs, ces techniques détectent des 
aberrations génétiques situées entre 1 et 20 Mb 132. La limite principale  associée à la FISH 
est qu’elle n’offre pas d’analyse globale du génome. On doit se fier uniquement aux régions 
chromosomiques ciblées 133. La technique de la CGH quand à  elle, ne peut reconnaître, par 
exemple, la perte d’un allèle suivie par une duplication d’un autre allèle tel que la disomie 
uniparentale acquise 132. De plus, les réarrangements équilibrés tels que les translocations 
ou les inversions ne peuvent pas être détectés par cette méthode 134. Donc, les SNPs sont 
sans aucun doute la technique la plus puissante afin d’observer toutes les aberrations 
possibles sur le génome entier tout en détectant les réarrangements chromosomiques.  
 
Les GWAS associées au NB sont limitées, mais en 2007, une étude a été réalisée sur 
le NB avec des SNPs. En tenant compte que le NB est caractérisé par des altérations 
chromosomiques corrélées à des données biologiques et cliniques, l’intérêt de George et al. 
(2007) était d’analyser le nombre de copies des échantillons d’ADN de NB de haut risque 
avec des SNPs 10K d’Affymetrix. L’étude de l’équipe a démontré que les aberrations du 
nombre de copie de l’ADN représentent des prédicateurs importants, autant dans le 
phénotype de la tumeur que du comportement clinique du NB. Donc, l’évaluation des 
altérations de l’ADN par les SNPs pourrait fournir des signatures génomiques qui peuvent 
être utiles afin de prédire le pronostic du NB dans le futur 135. Une seconde étude utilisant 
les SNPs 100K d’Affymetrix dans le NB a démontré une concordance moyenne de 96% 
entre la tumeur primitive et la lignée cellulaire ayant une LOH brute 136. 
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Cependant, une étude génomique a été réalisée sur les TICs en utilisant le marqueur 
CD133 en 2011.  Suite à l’obtention des populations CD133high et CD133low sur cinq lignées 
cellulaires de carcinomes colorectales et 12 tumeurs primaires colorectales, les profils 
génétiques respectifs de ces deux populations ont été étudiés par la technique de la CGH. 
L’étude a démontré qu’en effet, les cellules CD133 positives ont un profil génétique 
différent du reste des autres cellules 137. Par exemple, le gène CTNNB, qui est impliqué 
dans la voie de signalisation cellulaire de Wnt, est fortement régulé dans ces cellules 
CD133 positives. 
 
Lorsque les résultats des SNPs ont été complétés par Génome Québec, nous avons 
utilisé le logiciel ChAS (version CytoB-N1.1.0.638 (R3620)) afin de les interpréter. En plus 
de fournir une vue globale du génome entier, ce logiciel permet de sélectionner une ou 
plusieurs zones d’intérêts. Ces zones d’intérêts fournissent des renseignements sur les 
régions de gains, d’amplifications, de délétions et de LOH (figure 10), selon le seuil choisi, 
soit 50 kb. Ce logiciel permet également de vérifier la qualité de chacun des échantillons 
(deux populations sélectionnées dans chacune des six lignées cellulaires), d’obtenir des 
données numériques liées aux anomalies (par exemple la taille des anomalies) et 
d’identifier le ou les gènes et les variants se localisant dans la ou les régions où les 
anomalies se trouvent.  
 
 
Figure 10. Anomalies géniques pouvant se retrouver dans les six lignées cellulaires de 
NB. Avec le logiciel ChAS, des anomalies de gènes peuvent être retrouvées sur tous les 
chromosomes. Une délétion (en rouge), un gain (en bleu) et une LOH (en mauve) peuvent  
recouvrir partiellement ou complètement le chromosome. Illustration adaptée du logiciel 
ChAS. 
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Enfin, nous avons réalisé l’analyse des SNPs sur les lignées cellulaires de NB et non 
sur les tumeurs de patients. Il existe en effet une contamination par les éléments du stroma 
qui peut survenir lors des analyses sur des tumeurs. Cette contamination peut masquer la 
détection d’anormalités clonales dans les échantillons tumorales. D’ailleurs, une étude a 
démontré qu’une contamination par les éléments normaux du stroma peut masquer les LOH 
et la détermination du nombre de copie 136. 
 
Dans une étude précédente, réalisée dans le laboratoire sur 36 neuroblastomes et en 
cours de publication, nous avons pu démontrer une bonne corrélation entre les variants du 
nombre de copies (CNV : Copy number variant) détectés par les SNPs et les résultats 
obtenus en FISH.  
 
Suite à l’analyse des SNPs sur les six lignées cellulaires de NB, nous avons retenu 
un gène, soit EFNA2 (ou nommé éphrine-A2) qui, selon la littérature, est intéressant pour la 
suite de nos objectifs de travail. En général, la classe A de récepteur à l’éphrine (EphA1 à 
EphA10) se lie aux éphrines de la sous-classe A (éphrine-A1 à éphrine-A5) qui sont ancrés 
à la membrane cellulaire par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI). La classe B de 
récepteurs (EphB1 à EphB6) se lie à la sous-classe B d’éphrines (éphrine-B1 à éphrine-B3) 
qui possède un domaine transmembranaire suivi par une courte région cytoplasmique 138. 
D’un point de vue général, l’éphrine-A2 est un ligand fortement exprimé lors de 
l’embryogenèse et régule certains processus développementaux, comme le guidage axonale 
et l’angiogenèse. Récemment, des études ont révélé une implication de ce ligand dans la 
régulation des fonctions des cellules souches adultes ainsi que dans la tumorigenèse 139. 
 
Il existe très peu d’études sur la relation entre EFNA2 et les cellules souches. En 
2005, une étude a révélé qu’EFNA2 régule négativement la prolifération des cellules 
progénitrices tumorales lorsqu’elle est induite. En effet, les cellules à l’intérieur de la niche 
des cellules souches neuronales du cerveau adulte prolifèrent plus et ont un cycle cellulaire 
plus court que les cellules manquant EFNA2 140. Cependant, le rôle des éphrines dans la 
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régulation du renouvellement des cellules souches et progénitrices reste à mieux définir et 
va susciter plusieurs études d’intérêts dans un avenir rapproché. 
 
L’expression des éphrines est fréquemment altérée dans les tumeurs lorsque celles-
ci sont comparées au tissu d’origine. Les éphrines utilisent les voies de signalisation 
MAPK/ERK en employant plusieurs adaptateurs protéiques, ce qui engendre une 
réorganisation du cytosquelette avec des implications pour les phénotypes tumoraux. La 
signification biologique des éphrines est reliée au développement et à la différenciation 
tumorale, à l’angiogenèse et à la tumorigenèse. Il y a plusieurs évidences qui montrent 
l’implication des éphrines et de leurs récepteurs dans ces concepts. Par exemple, une étude 
a montré qu’une surexpression de l’ARNm EphA2, A7, A10 et des éphrines-A2 et B3 est 
impliquée dans la tumorigenèse et/ou dans l’invasion tumorale dans les lignées cellulaires 
de carcinomes mammaires 141. Par ailleurs, une autre étude a démontré que l’ARNm 
d’EFNA2 était significativement surexprimé dans les lignées cellulaires ainsi que dans les 
tumeurs de carcinomes hépatocellulaires. De plus, l’équipe a établi que l’expression 
d’EFNA2 régule positivement la croissance tumorale in vivo tandis que le «knockdown» de 
ce gène inhibe les effets oncogéniques. Ces résultats suggèrent ainsi que l’EFNA2 pourrait 
être impliqué dans l’initiation et la progression tumorales des carcinomes hépatocellulaires 
142. Bref, une meilleure connaissance des voies de signalisation qu’empruntent les éphrines 
et leurs récepteurs afin d’influencer la tumorigenèse pourrait contribuer au développement 
de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le cancer 138. 
 
Nous avons pris en considération deux autres gènes dans l’analyse génotypique : 
STK11 qui était surexprimée dans la population CD133high  et ORC6 qui avait une LOH 
dans la population CD133low. Présent sur le chromosome 19p13.3, STK11 est présent dans 
la voie de signalisation kinase phosphoinositide-3 (PI3K)-AKT qui est importante dans le 
NB, car elle est présente et activée in vitro dans le NB 143, 144. STK11 a aussi un rôle 
antiapoptotique dans les cellules tumrorales qui ont la voie AKT active, ce qui suggère que 
ce gène peut être potentiellement oncogène 145-147. Situé sur le chromosome 16q12.1, ORC6 
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est impliqué dans le cycle de division cellulaire et peut entraîner une ségrégation 
chromosomique et ainsi, contribuer à l’aneuploïdie observée dans les tumeurs 148. Il a été 
montré que la dérégulation d’ORC6 sensibilise les cellules cancéreuses du colon aux 
traitements avec la cisplatine et la 5-Fluorouracile 149. Donc, cette LOH observée dans la 
population CD133low peut expliquer la chimiosensibilité de l’ensemble des cellules 
tumorales comparativement aux cellules des TICs. Cependant, les données préliminaires 
obtenues avec l’expression protéique de ces deux molécules n’ont pas été concluantes.  
 
Pour toutes les raisons énumérées ci-haut, nous avons évalué, dans un premier 
temps, l’expression protéique d’éphrine-A2, qui avait un gain de 14 kpb dans les cellules 
SK-N-DZ, N91 et SK-N-FI lors de l’analyse génotypique, dans 6 tumeurs ainsi que dans 2 
lignées cellulaires sélectionnées (CD133low et CD133high) de NB. Il s’est avéré que les 
tumeurs et les lignées cellulaires qui expriment fortement la CD133 montraient une 
corrélation avec une augmentation de l’expression d’éphrine-A2 et que celles qui 
exprimaient que faiblement la CD133 ont une expression faible de cette protéine d’intérêt. 
Comme il a été démontré que les cellules exprimant la CD133 ont des propriétés de TICs, il 
est intéressant de faire une corrélation entre ces données observées dans les tumeurs ainsi 
que l’étude démontrant la présence d’éphrine dans les cellules souches. Comme 
précédemment mentionné, une étude a établi une influence des éphrines ainsi que de leurs 
récepteurs sur les cellules souches neurales et leurs progénitrices pendant le développement 
ainsi qu’à l’âge adulte. Il a été démontré qu’une perte génétique d’éphrine-B1 dans les 
cellules progénitrices neuroépithéliales engendrait une perte de cellules progénitrices 
pendant la neurogenèse corticale 139. Donc, les TICs exprimant la CD133 aurait un gain 
d’éphrine-A2, ce qui aurait un impact sur le développement des  TICs.  
 
Dans un second temps, lors d’essais sur la formation de NS avec des concentrations 
croissantes d’anticorps bloquant anti-éphrine-A2 sur une lignée cellulaire de NB (SK-N-
DZ), les résultats montrent qu’il y a une augmentation de petites NS ainsi qu’une 
diminution de grandes NS lorsqu’on augmente la concentration de l’anticorps bloquant 
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l’éphrine-A2. Cependant, le nombre de NS ne varie pas. L’effet de l’augmentation de la 
concentration d’anti-éphrine-A2 n’est pas statistiquement significatif, mais il semble y 
avoir une tendance. Puisque ces résultats représentent n=1, il serait important de refaire 
cette expérience. Il a déjà été démontré que les NS de petites tailles  ne sont pas constituées 
de cellules souches neurales, mais plutôt de cellules neurales progénitrices, puisqu’elles 
sont reconnues pour avoir un potentiel prolifératif limité. Une étude préalable avait montré 
que les NS ayant une taille inférieure à 2 mm génèrent seulement des NS ayant une taille 
inférieure à 1 mm ou bien, elles ne forment aucune NS, indiquant ainsi une lacune dans le 
processus d’auto-renouvellement 150. Donc, à la lumière de ces données, il semble que 
l’éphrine-A2 interviendrait dans le développement des NS en plus d’influencer les  cellules 
souches neurales et progénitrices tel que mentionné plus haut. 
 
Malgré le fait que leur surexpression et leur rôle potentiel dans la cancérologie a été 
démontré dans certaines tumeurs, les éphrines et leurs récepteurs ne constituent pas une 
preuve définitive, car plusieurs gènes sont dérégulés dans la cascade d’événements 
conduisant à la formation tumorale. Donc, il serait important d’établir si la dérégulation 
d’EFNA2 est nécessaire dans les TICs lors du développement de la cancérogenèse ou s’il 
s’agit que de la conséquence d’un tel processus. L’ensemble de ces travaux pourraient 
identifier de nouvelles cibles géniques pour le développement des médicaments contrant le 
NB.  
 
  
Conclusion 
Les caractéristiques particulières présentées dans le NB représentent un véritable 
défi dans le traitement thérapeutique de ce dernier afin de diminuer son incidence. La 
théorie des TICs dans le NB est déjà établie en bonne partie, mais des études subséquentes 
sont de toutes évidences importantes afin de mieux comprendre la mécanistique de cette 
population cellulaire.  
 
Suite à l’établissement de nos hypothèses et objectifs de travail, les résultats 
présentés dans ce mémoire font la démonstration que la population enrichie en CD133 dans 
les lignées cellulaires de NB présente des caractéristiques associées aux TICs. La formation 
augmentée de NS et de colonies dans l’agar mou et celle de tumeurs et de métastases dans 
le modèle murin NOD/SCID-γc ont permis de suggérer que cette population cellulaire 
exprimant le CD133 concorde avec la propriété des TICs établies dans la littérature. 
L’analyse génotypique différentielle a permis d’observer qu’il y avait un bagage génétique 
associé aux cellules enrichies en CD133 qui diffère des autres cellules tumorales. Certains 
résultats préliminaires réalisés avec l’anticorps d’éphrine-A2 ont permis de justifier sa 
présence et son impact dans les TICs du NB à cause de son expression augmentée dans les 
tumeurs CD133high ainsi que dans le développement des NS. 
 
Il serait important de confirmer les résultats de l’analyse génotypique différentielle 
obtenus par la méthode FISH. De plus, il serait intéressant d’aller vérifier l’impact de 
l’EFNA2 dans le modèle murin, avoir un plus grand échantillonnage de tumeurs exprimant 
la CD133 et d’observer son expression dans les lignées cellulaires utilisées lors de cette 
étude afin de confirmer nos données préliminaires.  
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